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1 Einleitung und Zielsetzung 
Der Herzbeutel (Perikard) ist eine bindegewebige Umhüllung des Herzens, 
welche eine reibungslose Gleitbewegung während der Kontraktion ermöglicht 
und das Herz vor einer starken Überdehnung oder übergreifenden Entzündung 
schützt. In der Kinderherzchirurgie hat sich das Perikard als vitales autogenes 
Gewebe mit Wachstumspotential bereits als Patchstruktur zur Rekonstruktion 
angeborener Herzfehler bewährt. Insbesondere bietet es sich für die 
chirurgische Korrektur von univentrikulären Herzen an. Bisher konnte jedoch 
das Problem der eingeschränkten Verfügbarkeit und Größe autogenen 
Perikards nicht gelöst werden. Ferner ist die Kultivierung perikardialen 
Gewebes und der Versuch seiner in vitro-Expansion mit Hilfe der Prinzipien des 
Tissue Engineerings in der Literatur bisher kaum beschrieben worden. 
Allerdings existiert auf der Basis eines neuartigen Bioreaktordesigns eine 
Pilotstudie, die die Kombination der Spalthauttechnik aus der Plastischen 
Chirurgie mit dem Neosynthesepotential des Tissue Engineerings verknüpft. 
Dabei wird die Perikardbiopsie nach erfolgter Inzision durch eine (Zell-) 
Fibringelmatrix aufgefüllt und im Bioreaktorsystem unter Einfluss 
biophysikalischer Stimuli (hier: zyklische Dehnung) kultiviert. Zielsetzung dieser 
Dissertation ist es, die in diesem Pilotversuch erhobenen Ergebnisse zu 
verifizieren und diese durch Optimierung der Kulturparameter zu verbessern. 
Darüber hinaus soll im Rahmen dieser Arbeit das bislang kaum erforschte 
Migrations- und Proliferationsverhalten perikardialer Zellen in Fibringelscaffolds 
untersucht werden. Für diesen Zweck werden zunächst mehrere Versuche mit 
dem bekannten Bioreaktorsystem (Pilotstudie) durchgeführt und die 
Auswirkungen unterschiedlicher Frequenzen zyklischer Dehnung auf das 
perikardiale Spaltkonstrukt observiert. Anschließend werden diese Ergebnisse 
mit einem neuen experimentellen Setup verglichen, indem gemeshte 
Perikardproben in einem weiteren Bioreaktorsystem einem anderen 
dynamischen Stimulus ausgesetzt werden (laminare Strömung). Ferner findet 
die Überprüfung des Migrations- und Proliferationsverhaltens mit Hilfe 
zellbesiedelter und zellfreier Fibringelscaffolds statt. Eine Auswertung erfolgt 
anhand histologischer und immunhistochemischer Färbungen.  
Die Vision dieser Dissertation liegt somit in der erfolgreichen in vitro-Expansion 
autogenen Perikards, dessen vollwertige Synthese ex vivo das klinische 
Problem der begrenzten Biomaterialverfügbarkeit lösen könnte. 
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2 Einführung ins Tissue Engineering 
2.1 Tissue Engineering perikardialer Patchstrukturen 
2.1.1 Embryologie, Anatomie, Histologie & Physiologie des 
Perikards 
2.1.1.1 Embryologie 
 
Mit dem Ende der 3. embryonalen Entwicklungswoche zeichnet sich aus dem 
unpaaren kranialen Abschnitt der sekundären embryonalen Leibeshöhle 
(Zölom) die Entstehung der Perikardhöhle ab. [1] Hierfür gliedert sich das 
intraembryonale Mesoderm als das mittlere der drei embryonalen Keimblätter 
beiderseits der Mittellinie in das paraxiale und intermediäre Mesoderm sowie 
die Seitenplatte. In den Seitenplatten wiederum bilden sich daraufhin zahlreiche 
Interzellularspalten, die ihre Unterteilung in ein parietales und viszerales 
Mesoderm bewirken. Diese beiden Schichten bilden so das intraembryonale 
Zölom, welches zu diesem Zeitpunkt noch offen mit dem extraembryonalen 
Zölom (Chorionhöhle) verbunden ist. Diese Verbindung verliert sich jedoch mit 
der kraniokaudalen und seitlichen Abfaltung des eigentlichen Embryonalkörpers 
(Abbildung 2-1).   
 
Abbildung 2-1:  Laterale Abfaltung [ A) Querschnitt durch einen 21 Tage alten Embryo in Höhe 
der Urniere. Das intraembryonale Zölom geht in die extraembryonale 
Chorionhöhle und die Darmrinne in den Dottersack über. B) Einengung der 
Verbindung auf den Nabelbereich zwischen intraembryonalem Zölom und 
Chorionhöhle sowie zwischen Darmrohr und Dottersack durch Verschmelzung in 
der Mittellinie. C) Grundform des Körpers unterhalb des Nabels am Ende der 4. 
Woche. Durch Aneinanderlagerung von viszeralem und parietalem Mesoderm 
entsteht das dorsale Mesenterium, welches das Darmrohr mit der Leibeswand 
verbindet.] 
  (nach Sadler TW. Medizinische Embryologie. Georg Thieme Verlag) 
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Das parietale Mesoderm, welches die intraembryonale Zölomhöhle auskleidet, 
bildet eine mesotheliale Zellschicht, aus der das parietale Peritoneum, die 
parietale Pleura und das Perikard hervorgehen (Abbildung 2-2). Die viszerale 
Mesodermschicht bildet ihrerseits das viszerale Peritoneum, die viszerale 
Pleura sowie das Epikard, welche die Eingeweide, die Lunge und das Herz 
überziehen. [2] 
 
Abbildung 2-2:  Entwicklung des intraembryonalen Zöloms [A) Querschnitt durch einen 21 Tage 
alten Embryo. Auftreten von Interzellularspalten im Seitenplattenmesoderm. B) 
Schnitt durch einen ca. 20 Tage alten Embryo. Die Seitenplatte ist inzwischen in 
eine parietale und eine viszerale Mesodermschicht unterteilt, zwischen denen das 
intraembryonale Zölom liegt. Aus dem Gewebe, das das intraembryonale Zölom 
begrenzt, geht das Peritoneum hervor.] 
(nach Sadler TW. Medizinische Embryologie. Georg Thieme Verlag) 
 
Eine Trennung von Brust- und Bauchhöhle wird zu diesem Zeitpunkt nur 
unvollständig durch eine dicke Mesodermplatte (Septum transversum) erreicht, 
da zu beiden Seiten neben dem Vorderdarm Durchgänge in Form von 
Perikardioperitonealkanälen (Zölomkanäle) bestehen. In diese Kanäle wachsen 
die Lungenknospen nach kaudal und lateral ein. Das Wachstum verläuft dabei 
so schnell, dass die Kanäle schon bald zu eng sind, wodurch sich die Lungen 
nach dorsal, lateral und ventral ausdehnen. Die Ausdehnung nach ventral und 
lateral erfolgt parallel zu den Pleuroperikardialfalten, welche zunächst als kleine 
Leisten auffallen und in die noch ungeteilte Brusthöhle hineinragen. Mit dieser 
Ausdehnung der Lunge wird die Leibeswand in zwei Komponenten aufgeteilt: in 
die definitive Thoraxwand und die Pleuroperikardialmembran, in der der Stamm 
der Kardinalvenen und der Nervus phrenicus verlaufen. [2]  
Im Folgenden führen der Deszensus des Herzens, Aszensus des Sinus 
venosus in die Mittellinie, die Ausziehung der Pleuroperikardialmembranen 
beidseits und ihre Fusion miteinander sowie mit der Lungenwurzel zur 
Unterteilung der Brusthöhle in Pleura- und Perikardhöhle. Die 
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Pleuroperikardialmembranen bilden später beim Erwachsenen das fibröse 
Perikard (Abbildung 2-3).  
 
Abbildung 2-3:  Abgrenzung der Pleurahöhlen von der Perikardhöhle [ A) Durch die Ausweitung 
der Perikardioperitonealkanäle wird das Mesenchym der Körperwand in die 
Pleuroperikardialmembran und die definitive Körperwand aufgespalten. Die 
Pfeile deuten die Ausdehnung der Pleurahöhlen an. B) Querschnitt im Bereich des 
Thorax. Die Pleuroperikardialmembranen sind miteinander und mit der 
Lungenwurzel verschmolzen. Der N. phrenicus verläuft im Bindegewebe des 
Perikardbeutels.]  
  (nach Sadler TW. Medizinische Embryologie. Georg Thieme Verlag) 
 
2.1.1.2 Anatomie des Perikards 
 
Als muskuläres Hohlorgan ist das Herz starken Volumenveränderungen und 
Verschiebungen ausgesetzt und liegt deshalb in der sogenannten 
Perikardhöhle (cavitas pericardialis). Diese stellt einen serösen Flüssigkeitsfilm 
enthaltenden Spaltraum zwischen Herzbeutel (Pericardium, Perikard) und 
Herzaußenhaut (Epicardium, Epikard) dar. [3]  
Dabei besteht die Herzwand aus drei aufeinander folgenden Schichten: 
Endokard, Myokard (Myocardium) und Epikard. Beim Endokard handelt es sich 
um die innere Hohlraumauskleidung. Ihm folgt das Myokard, der eigentliche 
Herzmuskel, dessen Muskelfasern am bindegewebigen Herzskelett entspringen 
und ansetzen. Die Oberfläche des Herzens ist überzogen mit Epikard, welches 
wiederum das viszerale Blatt (Lamina visceralis) des Herzbeutels bildet. Dabei 
setzt es sich noch auf den Beginn der großen Gefäße (Aorta, Truncus 
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pulmonalis und Vena cava superior) fort, um dort schließlich umzuschlagen in 
das parietale Blatt (Lamina parietalis, Pericardium).  
Das Perikard gliedert sich demnach in das zweiblättrige Pericardium serosum 
sowie in einen festen bindegewebigen Anteil (Pericardium fibrosum) und 
fungiert im Ganzen als Hüll- und Gleitsystem des Herzens (Abbildung 2-4). [3] 
Dabei schützt der Herzbeutel die Herzmuskulatur vor einer starken 
Überdehnung und stellt darüber hinaus eine Barriere gegen Entzündungen aus 
der Umgebung dar. [4] So bildet das Pericardium fibrosum in seiner Form einen 
Beutel aus festem kollagenem Bindegewebe und elastischen Netzstrukturen, 
der das Herz umhüllt, ohne jedoch direkt mit diesem verbunden zu sein. Jedoch 
demonstriert das fibröse Perikardblatt wiederum auch eine vermittelnde 
Funktion zu angrenzenden Organstrukturen, da durch Verwachsungen 
Verbindungen zur unmittelbaren Umgebung hergestellt werden. Man findet sie 
am Zwerchfell (am Durchtritt der Vena cava inferior und von allen Seiten der 
oberen Zwerchfellfaszie), am Aortenborgen (Ligamentum aorticopericardium) 
und an der Bifurcatio tracheae (Ligamentum tracheopericardium). [5] 
Dem Pericardium fibrosum schließt sich nach innen die einschichtige Lage von 
Mesothelzellen der Lamina parietalis an, die als seröse Schicht eine Flüssigkeit 
in diesen kapillären Spalt sezerniert, welche das reibungsfreie Gleiten mit dem 
Epikard (also der beiden Blätter) ermöglicht.  
Seine arterielle Versorgung bezieht der Herzbeutel überwiegend aus 
Abzweigungen der Arteria thoracica interna (Arteria pericardiacophrenica und 
Arteriae phrenicae superiores) sowie von Ästen aus dem thorakalen Abschnitt 
der Aorta (Rami pericardiaci). Venösen Anschluss findet das Perikard über die 
Venae azygos, pericardiophrenicae und brachiocephalicae.  
Die Innervation des Perikards wird durch den Nervus phrenicus gewährleistet. 
Diese wird vervollständigt durch Fasern aus dem Nervus vagus und dem 
Truncus sympathicus. Allerdings ist nur die Lamina parietalis pericardii 
schmerzempfindlich. [5] 
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Abbildung 2-4:  Herz; Ansicht von ventral [Herzbeutel eröffnet, parietales Blatt weitgehend 
entfernt; größere Äste der Koronargefäße freipräpariert; Epikard auf der Aorta 
ascendens und dem Truncus pulmonalis nicht gezeichnet] 
(nach Putz R, Pabst R. Sobotta – Atlas der Anatomie des Menschen. Urban & 
Fischer Verlag) 
 
2.1.1.3 Histologie des Perikards 
 
Histologisch betrachtet stellt das Perikardepithel ein einschichtiges 
Plattenepithel dar, das wegen seiner Herkunft aus dem Mesoderm auch als 
Mesothel bezeichnet wird. Solche Plattenepithelien bestehen nur aus einer 
dünnen Schicht flacher Epithelzellen, die im histologischen Präparat oft bloß als 
flache Kerne in Erscheinung treten und im Vergleich zu ihrem Höhen- einen 
größeren Breitendurchmesser aufweisen. Die Zellen sind also in ihrer Form 
flach bis isoprismatisch und ruhen auf einer Basallamina.  
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Das Mesothel des viszeralen Perikards produziert ein phospholipidhaltiges 
Transsudat (Liquor pericardii), das beim Gesunden ein Volumen von bis zu 50 
ml aufweisen kann. Dabei ist der Proteingehalt niedriger als im Serum, der 
Albumingehalt wiederum höher. [6] 
Zudem verfügt das unter dem Mesothel gelegene parietale Perikardgewebe 
selbst über eine Anzahl interstitieller Zellen, die bis zum heutigen Zeitpunkt in 
der Literatur nur wenig charakterisiert wurden. Taylor et al. waren allerdings in 
der Lage, einige ihrer phänotypischen und funktionellen Eigenschaften zu 
bestimmen. [7] So exprimieren Perikardzellen ein fibroblasten-spezifisches 
Oberflächenantigen, während sie nur eine geringe Menge – wenn überhaupt – 
an α-smooth muscle-Aktin aufweisen, das typisch für Myofibroblasten ist. 
Strukturell konnten darüber hinaus in interstitiellen Perikardzellen Prolyl-4-
Hydroxylase (ein essentielles Enzym zur Stabilisierung der Kollagen-Tripelhelix 
und damit gleichzeitig ein Hinweis auf eine aktive Beteiligung an der Kollagen 
bzw. extrazellulären-Matrix-Synthese), β-Tubulin (ein mikrotubuläres Element) 
sowie Vimentin (ein intermediäres Element mesenchymaler Zellen) 
nachgewiesen werden. Demgegenüber stellten sie jedoch keine Synthese von 
Desmin fest, welches als intermediäres Element in Muskelzellen vorkommt. 
Ähnlich zu interstitiellen Zellen von Herzklappen z.B. zeigten die aus dem 
Perikardgewebe isolierten Zellen einen vergleichbaren intrazellulären 
Strukturaufbau, da viele der zytoskelettalen „Stressfasern“ gleichsam parallel zu 
der longitudinalen Achse der Zelle verliefen. Im Rahmen der durch Taylor et al. 
durchgeführten Studie sezernierten Perikardzellen nach der Zugabe vasoaktiver 
Substanzen eine erhöhte Menge Calcium, was als aktive funktionelle Kontrolle 
der untersuchten Zelltypen diente. Denn Calcium repräsentiert als ubiquitär 
vorkommendes intrazelluläres Signal einen indirekten Marker, der auf die 
komplexen zeitlichen und räumlichen Regelungsmechanismen hinweist, die 
diverse Funktionen kontrollieren, wie beispielsweise die Kontraktion und 
Sekretion. [8,9]     
2.1.1.4 Physiologie und Pathophysiologie des Perikards 
 
Der mechanische Einfluss des Perikards ergibt sich besonders aus seinem 
steifen parietalen Anteil. Einerseits erfüllt es als anatomische Aufhängung eine 
Haltefunktion, wodurch das Herz im Mediastinum stabilisiert wird. Andererseits 
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verhindert es Überdehnungen auch unter wechselnden orthostatischen 
Bedingungen (z.B. bei körperlicher Anstrengung, Veränderung der Körperlage 
usw.). Dabei ermöglichen elastische Fasern dem Perikard zunächst eine 
begrenzte passive Dehnbarkeit, um größere Druckanstiege durch deren 
Nachgeben zu vermeiden. Dieser Effekt kommt zugleich einem physiologischen 
Kompensationsmechanismus des Herzens zugute: dem Frank-Starling-
Mechanismus. Er dient der automatischen Anpassung der Kammertätigkeit an 
kurzfristige Druck- und Volumenschwankungen (Änderungen von Vor- bzw. 
Nachlast) mit dem Ziel, beide Kammern stets das gleiche Schlagvolumen 
pumpen zu lassen. Denn die Kraft der Herzmuskelzellen hängt funktionell 
wesentlich von ihrer Vorspannung, also ihrer Dehnung vor Beginn der 
Kontraktion, ab. So kommt es (z.B. bei Erhöhung des enddiastolischen 
Volumens) innerhalb bestimmter Grenzen in den gedehnten Sarkomeren der 
Muskelzellen zu einer optimierten Überlappung der kontraktilen Filamente. In 
diesem Überlappungsbereich wird zudem eine erhöhte Calcium-Sensitivität 
beobachtet. Beides trägt zu einer gesteigerten Kontraktionskraft der Myofibrillen 
(und damit zur Pumpleistung) bei und verdeutlicht den Vorteil perikardialer 
Dehnbarkeitsbegrenzung. 
Darüber hinaus stellt der perikardiale Flüssigkeitsgleitfilm (Liquor pericardii) 
eine reibungsarme Pumpfunktion sicher. 
 
Natürlich ist ebenso das Perikard kardialen und systemischen Einflüssen 
ausgesetzt. 
Morphologisch betrachtet scheint eine grobe Einteilung ihrer Auswirkungen 
sinnvoll: 
Wichtige Manifestationsformen sind die Entzündung (Perikarditis), die 
intraperikardiale Ansammlung von Flüssigkeit (Erguss) und die Fibrosierung 
oder Kalzifizierung des Gewebes mit zunehmender Behinderung der 
diastolischen Füllung des (rechten) Herzens (Konstriktion).  
Die Ätiologie der Perikarditis kann vielgestaltig sein. Sie reicht von infektiösen 
Ursachen (Viren, Bakterien, Mykosen), Neoplasien (Metastasen von Bronchial- 
Karzinomen oder  Mamma- Karzinomen, Leukämien, Lymphomen) und 
Traumata über Erkrankungen der angrenzenden Organe (Myokardinfarkt, 
Pneumonie, disseziiertes Aortenaneurysma, Lungenembolie) und endokrine 
Störungen (Nierenversagen, Urikopathie) bis hin zu Systemerkrankungen, wie 
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z. B. Vaskulitiden und Kollagenosen (systemischer Lupus erythematodes, 
rheumatoide Arthritis). Es sollte hinzugefügt werden, dass eine nicht 
unerhebliche Anzahl an Fällen als idiopathisch eingestuft werden. [10] 
Aufgrund des ursächlich entzündlichen Prozesses ist eine Kombination mit 
Perikardergüssen (Exsudat) oder Entzündungen subepikardialer 
Myokardschichten (Perimyokarditis) möglich. Es gibt also nicht nur trockene 
sondern auch exsudative Formen. Eine Perikarditis sicca (fibrinosa) zeichnet 
sich durch zottenartige Fibrinauflagerungen aus (Cor villosum, sog. 
„Zottenherz“), während sich die häufigere Perikarditis exsudativa durch einen 
serofibrinösen, hämorrhagischen oder eitrigen Erguss definiert (Perikarditis 
serofibrinosa, haemorrhagica bzw. purulenta). [11]  
Sie kann zum Ausgangspunkt für weitere pathopysiologische Komplikationen 
des Perikards werden (Perikarderguss, Perikardtamponade, Perikarditis 
constrictiva). 
2.2 Perikard in der Klinik – Realität und Vision  
 
In der Kinderherzchirurgie stellt heutzutage die Autotransplantation 
perikardialen Gewebes eine wichtige Ressource zur Korrektur angeborener 
Herzfehler dar. Darunter fallen z.B. der Verschluss häufig vorkommender 
Septumdefekte wie der Atriumseptumdefekt (ASD) oder der 
Ventrikelseptumdefekt (VSD), bei denen jeweils (entweder zwischen den 
Vorhöfen oder den Ventrikeln) eine unvollständig verschlossene Lücke in der 
Herzscheidewand verblieben ist, mit entsprechenden hämodynamischen 
Konsequenzen. 
Ähnliches gilt auch für komplexere angeborene Fehlbildungen des Herzens. Im 
Falle der Fallot-Tetralogie kann der rechtsventrikuläre Ausflusstrakt nämlich 
ebenfalls durch den Einsatz perikardialer Patchstrukturen rekonstruiert werden 
(Ventrikelseptumverschluss).  
Es gibt jedoch auch angeborene Herzfehler, bei denen anatomisch oder 
funktionell nur eine Herzkammer zur Verfügung steht. In der Tat ist damit 
anatomisch nur ein Ventrikel angelegt (univentrikuläres Herz, single ventricle). 
In der Mehrzahl der Fälle ist aber ein zweiter Ventrikel vorhanden; entweder in 
normaler Größe oder, was häufiger ist, in hypoplastischer bzw. rudimentärer 
Form (funktionelles univentrikuläres Herz, functional single ventricle). Ein 
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typisches Beispiel für ein funktionell univentrikuläres Herz ist die 
Trikuspidalklappenatresie: Hier besteht keine Verbindung zwischen rechtem 
Vorhof und rechtem Ventrikel. Ein ausreichendes rechtsventrikuläres Cavum 
kann sich nur bei gleichzeitigem Vorhandensein eines VSD entwickeln, da die 
intrauterine Entwicklung (Wachstum) von kardialen Strukturen u.a. von der 
Durchströmung mit Blut abhängig ist. Nichtsdestoweniger kann die Atresie der 
Trikuspidalklappe selbst nicht korrigiert werden. Insofern bleibt – unabhängig 
von dem Vorhandensein eines rechtsventrikulären Cavums – nicht die Option 
für eine biventrikuläre Korrektur. Steht also unabhängig von seiner Morphologie 
nur ein (funktioneller) Ventrikel zur Verfügung, dann muss dieser für den 
Systemkreislauf arbeiten. Nach der Geburt besteht zunächst ein Mischkreislauf, 
d.h. das systemvenöse und das pulmonalvenöse Blut mischen sich in der einen 
Herzkammer. Folglich ist das in die Aorta ausgeworfene Blut nicht voll gesätigt, 
da mit dem pulmonalvenösem Blut (100% gesättigt) noch das untersättigte 
systemvenöse Blut vermischt wurde. 
 
Die chirurgische Therapie dieser Patienten zielt deshalb auf die Aufhebung der 
Mischzirkulation durch direktes Zuführen des systemvenösen Blutes in die 
Pulmonalarterien und Ausschluss eines vorgeschalteten (da nicht vorhanden) 
Ventrikels. Dieses Prinzip wird nach seinem französischen Erstbeschreiber als 
Fontan-Zirkulation beschrieben. 
Abhängig von der Anatomie des Herzfehlers werden hierfür in den ersten 
Lebensjahren des Kindes zwei bis drei Eingriffe erforderlich: ein 
aortopulmonaler Shunt, die bidirektionale cavopulmonale Konnektion (Glenn-
Operation) sowie die Fontankomplettierung selbst. Im Gegensatz zu einer 
biventrikulären Korrektur, die auch als anatomische Korrektur bezeichnet wird, 
handelt es sich bei dem Fontanprinzip um eine funktionelle Korrektur, da die 
Physiologie auf einer Kreislauftrennung aber nicht auf einem biventrikulären 
Prinzip beruht. 
Zuerst dient im Neugeborenenalter ein aorto-pulmonaler Shunt der Sicherung 
der Lungendurchblutung. Auf diesen kann verzichtet werden, wenn ein 
ausreichender aber nicht exzessiver antegrader pulmonaler Fluss besteht (z.B. 
Trikuspidalatresie mit kleinem VSD und Pulmonalklappenstenose). Sobald der 
neonatale pulmonale Widerstand nach ca. 4 - 6 Monaten gesunken ist, wird der 
Shunt abgesetzt und mit der Glenn-Operation eine partielle Kreislauftrennung 
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umgesetzt. Sie basiert auf einer End-zu-Seit-Anastomose der Vena cava 
superior mit der rechten Pulmonalarterie. Diese Verbindung ermöglicht einen 
direkten Blutfluss aus der Vena cava superior in die Pulmonalarterie, während 
das Blut der unteren Hohlvene und des Koronarsinus weiterhin über den 
rechten Vorhof geleitet werden. Hierdurch werden in diesem Alter etwa 50% 
des Herzeitvolumens direkt in den Lungenkreislauf geleitet. Dadurch kann die 
Arbeitsbelastung des singulären Ventrikels reduziert werden. [12] Die arterielle 
Sättigung der Patienten beträgt nun 80-85%. 
Mit 1,5 bis 3 Jahren wird die Kreislauftrennung komplettiert. Hierbei wird durch 
Anschluss der Vena cava inferior an die rechte Pulmonalarterie nun das 
komplette Herzeitvolumen direkt in den Lungenkreislauf geleitet (Fontan-
Operation oder TCPC = „total cavopulmonary connection“). Da der Abstand 
zwischen der unteren Hohlvene und der Pulmonalarterie allerdings zu groß für 
eine direkte Anastomosierung ist, bestehen aktuell zwei Möglichkeiten:   
Man unterscheidet zwischen dem lateralen Tunnel und dem extrakardialen 
Fontan. Beim Prinzip des lateralen Tunnels, welches das ältere der beiden 
Therapieverfahren ist, wird im Rahmen der Fontankomplettierung im rechten 
Vorhof mittels eines Flickens ein Tunnel (Baffle) zwischen der, meist rechten, 
Pulmonalarterie und der Vena cava inferior konstruiert. Dieser Tunnel besteht 
also zum Teil aus rechter Vorhofwand und zum Teil aus einem Flicken (Patch). 
Sollte sich nach erfolgter Konstruktion intraoperativ ein zu hoher Druck im 
Tunnelsystem entwickeln, besteht die Möglichkeit der Fenestrierung des Baffle. 
Diese Entlastung wird allerdings erkauft mit einer sinkenden Sättigung des 
Blutes aufgrund der fenestrationsbedingten Mischperfusion (Abbildung 2-5).   
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Abbildung 2-5:   Fontanzirkulation 
a) Aortopulmonaler Shunt 
b) Bidirektionale Glenn-Operation (bidirektionale kavopulmonale Konnektion) 
c) Fontan-Operation (am Beispiel der lateralen Tunnelkonstruktion) 
(nach Mewis C, Riessen R, Spyridopoulos I. Kardiologie compact. Georg Thieme 
Verlag) 
 
Im Falle der extrakardialen Fontan-Methode wird alternativ ausschließlich eine 
Gefäßprothese benutzt, um die untere Hohlvene mit der rechten 
Pulmonalarterie zu verbinden (extrakardiale TCPC). Während für die 
Korrekturtechnik des lateralen Tunnels die Eröffnung des Herzens - und damit 
eine Kardioplegie - notwendig ist, kann die extrakardiale TCPC am schlagenden 
Herzen durchgeführt werden.  
Im Vergleich zum lateralen TCPC entfallen des Weiteren intraatriale 
Nahtreihen, die Herzrhythmusstörungen begünstigen können. Die Kontur 
dieses röhrenförmigen Conduits sichert darüber hinaus eine laminare und 
hämodynamisch günstigere Strömung des Blutes.  
Heutzutage ist man in der Lage, auf verschiedene synthetische Materialien 
zurückzugreifen, z.B. auf Polytetrafluoroethylen (GORE-TEX® INTERING 
STRETCH) oder Polyethylenterephtalat (DACRON®), deren klare Nachteile 
allerdings im fehlenden Wachstum der Rohrprothese, in ihrer begrenzten 
Elastizität und vor allem einer größeren Fremdoberfläche mit der Folge einer 
erhöhten Gerinnungsaktivierung liegen. Neben dieser mangelnden strukturellen 
und funktionellen Anpassungsmöglichkeit an den wachsenden Organismus 
erhöhen ferner noch praktische Probleme die Komplikationsgefahr: Zu ihnen 
zählen nicht nur verminderte Flusseigenschaften durch die synthetische 
Prothese sondern auch lumenverengende Neointimabildungen, welche 
ebenfalls zu einer Steigerung des Thromboserisikos führen können. 
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So wurde die Möglichkeit einer Gefäßtunnelkonstruktion unter Verwendung von 
autogenem (früher: „autologem“) Eigenperikard  untersucht. [13,14] Denn 
Perikardgewebe findet bereits seit vielen Jahren Anwendung sowohl in der 
kardialen als auch nicht-kardialen Chirurgie. [15] Mannigfaltige chirurgische 
Studien beschäftigen sich hierbei nicht nur mit autogenen sondern auch mit 
allogenen und xenogenen Quellen, mit denen bereits verschiedene 
Therapieansätze für die unterschiedlichsten Pathologien (wie der 
Rekonstruktion kardialer und vaskulärer Defekte sowie der Konstruktion von 
Herzklappen) verfolgt wurden. [15,16]  
Das grundsätzliche Problem bleibt jedoch bestehen: Denn oft steht nur eine 
geringe Menge an (autogenem) Eigenperikard für den chirurgischen Einsatz zur 
Verfügung, da es durch Voroperationen aufgebraucht sein kann oder 
Verwachsungen eine Nutzung unmöglich machen. 
Daher ist die Erforschung von ex vivo-Kultivierungsmöglichkeiten für eine 
ausreichende Menge autogenen Perikards mit Hilfe des Tissue Engineerings 
Ausgangspunkt dieser Dissertation (zur Methodik: s. auch Kapitel 2.4 sowie 
Kapitel 3).  
Zusammenfassend liegt ihre Motivation in der Hoffnung der erfolgreichen 
Synthese eines mechanisch stabilen Tunnelkonstruktes aus autogenem 
Perikardgewebe, das auf der Basis einer im ersten Fontan-Operationsschritt 
entnommenen Perikardbiopsie (Perikardpatch) mittels in vitro-Expansion 
entstünde. Weiterhin könnte eine finale autogene Endothelzellbeschichtung 
noch zusätzlich der Steigerung der Hämokompatibilität dienen. Das Ziel wäre 
also ein vollständig autogener endothelialisierter Perikardtunnel mit 
phsyiologischer Hämokompatibilität und Anpassungsfähigkeit an das Wachstum 
des Kindes. 
2.3 Allgemeine Prinzipien des Tissue Engineerings 
 
Ursprünglich ungenau verwandt für den Gebrauch von prothetischem Material 
und der chirurgischen Manipulation von (bereits vorhandenem) Gewebe 
umschreibt der Begriff Tissue Engineering in seiner heutigen Definition eine 
vielseitige wissenschaftliche Disziplin, die sich der Erzeugung neuen Gewebes 
durch die interdisziplinäre Kombination verschiedener Methoden aus Medizin, 
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Technik, Chemie, Informatik u.v.m. gewidmet hat; darunter z.B. der Prinzipien 
der Ingenieurswissenschaften und gewisser Prinzipien der Biologie. [17]      
Dabei ist der Traum hinter diesem multidisziplinären Feld so alt wie die 
Menschheit selbst. Seit jeher ein Bestandteil der menschlichen Erfahrungswelt 
beschreibt die schriftlich belegte Historie den (oftmals magischen) Versuch der 
Heilung von Verletzungen, Krankheiten und (kongenitalen) Malformationen. 
Bereits in griechischen Mythen finden wir Hinweise auf eine solche Hoffnung, 
wie z. B. in der Legende um Prometheus. In ihr wird von dessen ewiger 
Leberregeneration berichtet, obwohl der Adler Ethon sich täglich von dieser 
ernährte. Oder Legenden beschrieben göttliche Wunder, wie die biblische 
Formung Evas aus Adams Rippe. Erst mit der Einführung der 
wissenschaftlichen Methode eröffnete sich für den Menschen ein neues 
Verständnis für Krankheiten und Traumata. So entstanden Ideen zum Ersatz 
von Körperteilen durch künstliche oder prothetische Materialien und sogar 
organische Gewebskomponenten wurden zum Gegenstand der Forschung. Der 
italienische Chirurg Gasparo Tagliacozzi (1546-1599) aus Bologna berichtete 
schon im 16.Jahrhundert in seiner Arbeit Decusorum Chirurgia per Insitionem 
von einem Nasenersatz aus einem Unterarmlappen. Das aufstrebende 
wissenschaftliche Verständnis des 19.Jahrhundert (Theorie der 
Krankheitserreger, die Einführung steriler Techniken und das Aufkommen der 
Anästhesie) revolutionierte wiederum rapide viele neue chirurgische Techniken. 
Allerdings legte man zu dieser Zeit noch den Schwerpunkt auf Methoden zur 
Entfernung von Gewebe. Jedoch erschien die Aufrechterhaltung von Leben 
ohne jede Rücksicht auf den Gewebsverlust oder die teils entstellenden Effekte 
(mit ihren psychosozialen Auswirkungen) schnell als inakzeptables Endziel. 
Verfahren zur funktionellen Wiederherstellung durch strukturellen Ersatz 
wurden so integraler Bestandteil bei der Verbesserung neuer 
Therapieverfahren. Obwohl in der heutigen Hochleistungsmedizin Gewebe und 
sogar ganze Organe - als wohl extremste Form der rekonstruktiven Chirurgie - 
von einem Individuum in ein anderes transplantiert werden können, verbleiben 
konsekutive Probleme: Beispielsweise ist die Verfügbarkeit von Transplantaten 
begrenzt. Allein zum Ende des Jahres 2007 verzeichnete die Stiftung 
Eurotransplant 15.550 Personen auf ihrer Warteliste und der rechtzeitige Erhalt 
eines passenden Spenderorgans kann nicht in jedem Fall garantiert werden. 
[18] Obwohl Gegenstand intensiver Forschung bleiben immunologische 
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Abstoßungsreaktionen sowie konsekutive Organschädigungen über die Zeit bis 
heute größtenteils ungelöst. Die Immunsuppression kann sogar neue 
Tumorbildungen begünstigen. [19] Zudem erzeugt die Implantation 
körperfremder (sowohl künstlicher als auch biologischer) Materialien neue 
Probleme, wie die Möglichkeit zur Dislokation und Migration oder Infektion an 
der Schnittstelle zwischen Körper und Transplantat. Der Hauptnachteil 
künstlicher Strukturen liegt wiederum in ihrer fehlenden Anpassungsfähigkeit in 
vivo (z.B. Wachstum, Reorganisierung und Instandhaltung).    
Auf der Basis dieser (neuen) Beschränkungen entwickelte sich die Disziplin, 
unter der die heutige Form des Tissue Engineerings verstanden wird. Es 
handelt sich um eine interdisziplinäre Verbindung aus Zellbiologie, Zellkultur, 
Biomaterialentwicklung und weiteren (technischen) Fachgebieten. Ihr Ziel ist die 
Herstellung neuer räumlich definierter Gewebe und Organteile, die nach ihrer 
Retransplantation in der Lage sind, die Funktion des zu ersetzenden Gewebes 
oder Organs zu übernehmen. Ausgehend von der Hypothese, dass lebende 
Zellen für den Aufbau neuer Gewebssubstitute benötigt werden, kombiniert das 
Tissue Engineering lebende Zellen mit einer Gerüststruktur („scaffold“), die in 
der Lage ist, die dreidimensionale (3D-) Ausbreitung von Zellen zu lenken. 
2.3.1 Scaffold-Materialien im Bereich des Tissue Engineerings 
 
Grundsätzlich können Stützstrukturen sowohl nicht-abbaubarer Art 
(synthetische Polymere etc.) als auch biodegradierbarer Natur sein (z.B. 
Fibringele; Kapitel 2.3.1.1).  
Im Allgemeinen sollten bei ihrer Entwicklung folgende Aspekte 
Berücksichtigung finden: [20,21,22,23] 
1. Förderung von Zell-Biomaterial-Interaktionen, Zelladhäsion sowie 
extrazellulärer Matrix (ECM)-Deposition, 
2. Ermöglichung eines suffizienten Transports von Gasen, Nährstoffen, 
Regulationsfaktoren, die das Überleben, die Proliferation und 
Differenzierung von Zellen garantieren, 
3. Im Falle biodegradierbarer Substanzen: kontrollierbarer Abbau, der 
ungefähr der Rate der Gewebsregeneration unter den vorliegenden 
Kultivierungsbedingungen entspricht, 
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4. Allenfalls minimale bis gar keine Provokation inflammatorischer 
Reaktionen oder Toxizitätsphänomene in vivo. 
 
Auf dieser Basis etablierte sich das Forschungsfeld der Biomaterialien. Ihre 
Entwicklung zielt ab auf die Produktion individueller biophysikalischer und 
biochemischer Milieus, die imstande sind, zelluläres Verhalten und deren 
Funktionen zu dirigieren. In dieser Hinsicht bieten Biomaterialien verschiedene 
klinische Strategieansätze für die Wiederherstellung struktureller und 
funktioneller Gewebsschäden: z.B. als Trägerstrukturen für bereits 
transplantierte Zellen oder gar als azelluläre Therapieverfahren, in denen 
Biomaterialien das Einwachsen und die gezielte Differenzierung von Zellen aus 
gesundem Restgewebe in situ stimulieren sollen. Dabei sollten diese 
Materialien eine provisorische 3D-Gerüststruktur imitieren, die idealerweise zur 
biomolekularen Interaktion mit Zellen befähigt sind, wodurch sich deren 
Funktion und insbesondere der komplexe multizellulare räumlich-zeitliche 
Prozess der Gewebeformation und -Regeneration kontrollieren ließen. [20] Das 
ideale Studienobjekt findet sich hierfür deshalb in der eigenen extrazellulären 
Matrix (ECM) der zur Regeneration bestimmten Gewebetypen selbst. Ihre 
Erforschung gibt Aufschluss über Gewebedynamik, d.h. deren Ausbildung,  
(pathologischer) Funktion und Regeneration nach entstandenem Trauma, und 
ist das Resultat eines komplexen wechselseitigen Zusammenspiels aus 
zeitlicher und räumlicher Koordination von zahlreichen individuellen 
Zellgeschicken; jedes induziert und beeinflusst durch eine große Anzahl an 
Signalen, die aus dem extrazellulären Umfeld stammen. [24] Daher stellt die 
Entscheidung einer Zelle zur Differenzierung, Proliferation, Migration, Apoptose 
oder Ausübung spezifischer Funktionen letztlich eine koordinierte Antwort auf 
die molekularen Interaktionen mit der ECM dar.   
Modellforschungen über diese multifunktionelle Stützstruktur versuchen zur Zeit 
das Verständnis über tatsächliche in vivo-Verhältnisse entscheidend zu 
vertiefen. Tatsächlich ist sogar bekannt, dass Zellverbände bestimmte 
Zellprozesse nur in 3D-Anordnung ausbilden und umsetzen. [20] Es ist also 
sinnvoll, Materialien zu gewinnen, die den Eigenschaften einer natürlichen ECM 
möglichst nahe kommen. Wie bereits angesprochen wurden mehrere 
Lösungsansätze verfolgt. So werden u.a. künstlich-synthetische Komponenten 
erforscht. Solche Scaffolds sollten eine beliebig formbare Organisationsstruktur 
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besitzen, die sowohl den lokalen mechanischen Anforderungen standhalten 
würden, als auch den nutritiven Massentransport (per Diffusion oder per 
Konvektion) effizient bewältigen könnten. [22] Aus diesem Grund erscheinen 
poröse Materialen in vielerlei Hinsicht vorteilhaft: Sie erlauben einen 
ausreichenden Massentransport und gewährleisten Kanäle für eine aktive 
Zellmigration. Porosität, Porengröße und Permeabilität spielen hierbei eine 
signifikante Rolle in Bezug auf die biologische Versorgung der Struktur und 
somit die Gewebsregeneration. Zudem könnten materialbezogene oder 
hinzugefügte Oberflächeneigenschaften den Grad der Zelladhäsion oder 
anderer Qualitäten erhöhen.  Das finale Stadium im Scaffold-Design sollte sich 
darüber hinaus in seiner Form an den lokalen anatomischen Defekt richten. 
Dieses Stadium könnte sogar zukünftig von bereits erhobenen Patientendaten 
profitieren. So experimentiert man z.B. bereits mit CT- und MRT-Datensätzen, 
um Scaffoldstrukturen entsprechend der anatomischen Anforderungen 
herzustellen. [22,25,26]  
Zur Realisierung definierter Strukturen verwendet man heutzutage 
unterschiedliche Fabrikationsmethoden. Eine davon ist die sog. „solid freeform“ 
(SFF)-Architektur, bei der ein Scaffold u.a. mittels Computer-gestützter 
Software (CAD-Software) Lage für Lage durch sequenzielle Fertigung entsteht. 
[27] Hierbei kommen z.B. Druckverfahren mittels pulverisierter 
Grundkomponenten zur Anwendung und thermisch-chemische Gussmethoden. 
Mit ihrer Hilfe werden heutzutage bereits individuelle anatomische 3D-
Strukturen aus Polymeren, Hydrogelen, Keramik und sogar metallischen 
Biomaterialien kreiert, die im Vergleich zu anderen Fertigungsmethoden eine 
kontrollierte Architektur mit signifikant besseren mechanischen Eigenschaften 
besitzen. [22] Dieser Punkt spielt unter anderem im Bereich der ossären 
Regeneration eine bedeutende Rolle.  
Nichtsdestotrotz wird in vielen Forschungsansätzen weiterhin eine genauere 
biomimetische Umsetzung einer ECM-ähnlichen Struktur angestrebt. Denn sie 
repräsentiert die originäre spezifische Grundstruktur des entsprechenden 
Zielgewebes, sodass deren Erforschung wertvolle Informationen über ihre 
mechanischen Eigenschaften liefert, die Regulationsmechanismen der 
komplexen morphogenen Prozesse aus Gewebsbildung und -Regeneration 
u.v.m. Um also biomimetische Elemente in synthetische Materialien einbauen 
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zu können, bedarf es eines entsprechenden Grundverständnisses für den 
Aufbau und die einzelnen Funktionen dieser Strukturen.  
Aus einer strukturellen Perspektive heraus stellt die natürliche ECM ein Gel dar, 
das sich aus einer Reihe unterschiedlicher Proteinfibrillen und -fasern 
zusammensetzt, die in ein hydratisiertes Netzwerk aus 
Glykosaminoglykanketten verwoben sind. Dadurch kann die ECM zusammen 
mit der interstitiellen Flüssigkeit Zug- (via Fasern) und Druckbelastungen 
(mittels des hydratisierten Netzwerks) standhalten. Dabei ist besonders 
erwähnenswert, dass durch diesen Aufbau oftmals weniger als 1% an soliden 
Materialbestandteilen benötigt werden, um eine bereits robuste mechanisch 
stabile Struktur zu erzeugen. [20]   
Generell besteht die ECM aus drei Hauptkomponenten: [24]  
1. Unlöslichen hydratisierten Makromolekülen (fibrilläre Proteine wie 
Kollagen; Glykoproteine wie Elastin, Laminin oder Fibronectin; hydrophile 
Proteoglycane mit langen Seitenketten aus Glykosaminoglykanen) 
2. löslichen Makromolekülen (Wachstumsfaktoren, Chemokine und 
Zytokine) 
3. Proteinen zur Interaktion zwischen ECM und Zellen (z.B. Integrine als 
Adapter- und Adhäsionsproteine) 
 
Einige Kollagentypen stellen hierbei lange stabile Fasern dar, die strukturelle 
Funktionen ausüben, während andere wie das Elastin als ein großflächiges 
quervernetzendes Netzwerk aus elastischen Fasern eine verbindende und 
Form-erhaltende Aufgabe erfüllen. Eine solch anisotropisch, fibrilläre Struktur 
der natürlichen ECM hat offensichtliche Konsequenzen auf das Zellverhalten. 
Denn durch die enge Verbindung von Zytoskelett und ECM durch 
Oberflächenrezeptoren nehmen die Zellen die mechanischen Eigenschaften 
ihrer Umwelt wahr und antworten darauf mittels Konvertierung dieser 
mechanischen Signale in chemische Informationen. [28] Die biophysikalischen 
Eigenschaften der ECM beeinflussen also diverse Zellfunktionen, einschließlich 
der Adhäsion und Migration. Die Adhäsion und Migration von Zellen wird indes 
über eine Gruppe von heterodimeren transmembranären 
Zelloberflächenmolekülen reguliert, die sogenannten Integrine. Sie binden 
primär an die durch die ECM bereitgestellten Adhäsionsliganden (wie 
Fibronektin, Vitronectin und Laminin) und verbinden so die extrazellulären 
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Makromoleküle mit dem Zytoskelett der migrierenden Zelle, in der nach 
erfolgter Bindung spezifische transduzierende, intrazelluläre Signalwege 
ausgelöst werden. Gleichzeitig sind Integrine aber auch am Zell-zu-Zell-
Adhäsionsprozess  sowie an der Bindung zu Proteasen beteiligt. [29]  
Natürliche ECMs modulieren die Gewebsdynamik überdies durch ihre Fähigkeit 
zur lokalen Bindung sowie Einlagerung und Freisetzung löslicher ECM-
Effektoren (z.B. Wachstumsfaktoren), die sie zeitgerecht an die benötigte 
Position zu dirigieren wissen. [20] Viele zelluläre Prozesse werden in dieses 
komplexe Netzwerk aus Effektor-Signalwegen integriert und ermöglichen so 
eine wechselseitige Beeinflussung zwischen den verschiedenen Komponenten 
(Zelle ↔ ECM etc.). Dazu zählen nicht zuletzt auch die natürlichen Abbauwege, 
bei denen Zellsekrete und Zell-aktivierte Proteasen (z.B. Serin- oder Matrix-
Metalloproteinasen „MMP“) gleichfalls zu einem kontrollierten Abbau 
makromolekularer ECM-Bestandteile führen. Sie sind ein weiterer Bestandteil 
dreidimensionaler Zellmigration und Invasion, wo eine solche durch die 
Barrierefunktion der ECM erschwert wird. Schließlich wird die Morphogenese 
während der Gewebsentwicklung noch durch eine Reihe weiterer 
Proteinfamilien beeinflusst, die allerdings immer noch Gegenstand intensiver 
Forschung sind. Zu ihnen gehören beispielsweise verschiedene Proteine 
(Hedgehog- etc.), Mitglieder der TGFβ-Superfamilie, Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren und viele weitere mehr. [20] Solche Morphogene spielen 
eine wichtige Rolle bei der Selbsterneuerung, Migration und Differenzierung 
genauso wie bei Apoptose- und Nekroseprozessen. Ihre notwendige Quantität 
für eine erfolgreiche Signalgebung in synthetischen Scaffold-Matrices wird zur 
Zeit untersucht.  
Auf der Basis dieser bisherigen Erkenntnisse erfolgt momentan die Ausrichtung 
neuer Design-Kriterien für die Produktion synthetischer Biomaterialien, die in 
der Lage sind, die natürliche ECM zu imitieren und die komplexen 
morphogenen Prozesse der Gewebsneubildung und -Regeneration zu 
regulieren. Beispielsweise arbeitet man an synthetischen Hydrogelen, deren 
Matrices vergleichbar mit einem modularen Baukastensystem mit bioaktiven 
Komponenten ausgestattet werden, welche für die geforderte 
Gewebsentwicklung am förderlichsten sind. [20] Diese Komponenten umfassen 
all jene Bereiche, die bereits zuvor beschrieben wurden: Integrine, 
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Adhäsionsliganden, MMPs, lösliche sowie unlösliche Regulationsfaktoren 
u.v.m.  
Demgegenüber steht die Konzeptidee natürlicher, biologisch-abgeleiteter 
Konstrukte wie das Fibringel zu verwenden, das im Rahmen natürlicher 
Gewebsregeneration als temporäre Matrix eine Reihe der zuvor benannten 
biomimetischen Qualitäten in sich vereint. 
2.3.1.1 Fibringel – ein biologisches Gerüstsystem  
 
Im menschlichen Organismus spielt das Fibrin eine entscheidende Rolle im 
Bereich der Blutstillung (Hämostase). Hierbei handelt es sich um 
hochkomplexe, zusammenhängende Vorgänge vaskulärer (verletzte 
Blutgefäße), zellulärer (z.B. Thrombozyten) sowie plasmatischer (für die 
Blutgerinnung zuständige Plasmaproteine) Prozesse. Auf diese Weise wirkt der 
Organismus im Falle einer Gewebsverletzung einem lebensbedrohlichen 
Blutverlust entgegen. Dieses System der Prokoagulation steht wiederum im 
enzymatisch regulierten Gleichgewicht mit dem der Antikoagulation 
(fibrinolytisches System), das eine langsame Auflösung des Gerinnsels zum 
Ziel hat und so eine Rekanalisierung mit anschließender Heilung des 
geschädigten Gewebes ermöglicht. Zudem stellt das fibrinolytische System 
sicher, das Blut in einem flüssigen Zustand zu halten.  
 
Fibrinogen: 
 
 
Abbildung 2-6:  Modell eines Fibrionogendimers  
(modifiziert nach: Löffler G, Petrides PE, Biochemie und Pathobiochemie, 
Springer Verlag) 
 
Grundbaustein des hochmolekularen Fibrins ist das Fibrinogen 
(Blutgerinnungsfaktor „I“). Hierbei handelt es sich um ein längliches Protein mit 
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einem Molekulargewicht von insgesamt 340 kD und besteht aus zwei 
identischen Untereinheiten, die durch drei Polypeptidketten (α-, β-, γ-) gebildet 
werden und jeweils aus 400-700 Aminosäuren bestehen (Abbildung 2-6). Die 
Polypeptide sind miteinander durch 29 Disulfidbrücken verbunden, von denen 3 
für die Verbindung der Untereinheiten selbst verantwortlich sind und je 13 auf 
eine Dimerhälfte fallen. Die Disulfidbrücken der Dimere bilden zudem zwischen 
den Ketten Ringe aus, bei denen je 3 Brücken einen Disulfidring  bilden (α→β, 
β→γ, α→γ). Zwischen den Ringen offenbart die Sekundärstruktur wiederum 
Tripel-α-Helices. Diese räumliche Struktur ist bei Proteinen nicht untypisch und 
sehr stabil, wobei insbesondere Wasserstoffbrückenbindungen eine Rolle 
spielen. Untersuchungen zur Tertiär-Struktur des Proteins haben darüber 
hinaus zur funktionellen Unterscheidung der einzelnen Dömanen geführt, die 
als Regionen bezeichnet werden. Die zentrale Verbindungsregion der Dimere 
wird als E-Region definiert. Dort treffen die N-terminalen Enden aller 6 
Polypeptidketten aufeinander. Die randständige D-Region bilden allerdings nur 
die gegenüberliegenden hydrophoben C-terminalen Enden der β- und γ-Kette. 
Das C-terminale Ende der α- Kette (α220-610) wiederum wird gesondert 
betrachtet, da dessen hydrophile Eigenschaften besondere Konsequenzen bei 
der Polymerisation zu Fibrin haben (s. unten).    
Von den Peptidketten α und β werden schließlich bei Auslösung der 
prokoagulatorischen Mechanismen durch die aktivierte Serinprotease Thrombin 
(Faktor „IIa“) kleine Bruchstücke (sog. Fibrinopeptide A und B) abgespalten. Die 
Aktivierung von Thrombin aus Prothrombin (Faktor „II“) geschieht hierbei durch 
Proteolyse, vermittelt durch einen Komplex aus weiteren Gerinnungsfaktoren 
(„Va“, „Xa“), Ca2+ und Phospholipiden. Der Prothrombinaktivatorkomplex bildet 
die gemeinsame Endstrecke der Blutgerinnungskaskade, deren Initialisierung 
sowohl durch exogene (z.B. durch Gefäßverletzungen) als auch endogene (z.B. 
durch Viskositätserhöhungen oder Blutkontakt mit benetzbaren Oberflächen) 
Einflüsse provoziert werden kann. 
Die Auswirkungen der so aktivierten Protease Thrombin führen zur Freilegung 
spezieller Bereiche auf den Fibrinogenmolekülen, wodurch eine 
Zusammenlagerung der so entstandenen Fibrinmonomere zu Polymeren 
möglich wird. Dabei werden die Fibrinopeptide A und B an den N-Termini des 
Fibrinogendimers gespalten, was die Überführung in ein Fibrinmonomer zur 
Folge hat. Die nun exponierten Enden dienen als Ansatzpunkt („Knöpfe“; 
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Abbildung 2-8) für Wechselwirkungen mit „Löchern“ in den terminalen Domänen 
anderer Fibrinmonomere, wodurch eine Seit-zu-Seit-Anlagerung der Monomere 
erreicht wird. [30] Diese Anordnung wird schließlich zu einem langen Polymer 
verlängert. An dieser Stelle ist das sich quervernetzende Fibrin jedoch noch 
löslich. Erst der Einsatz einer Fibrin-stabilisierenden Transglutaminase 
(Blutgerinnungsfaktors „XIII“, Loki-Lorand-Faktor, Fibrin-stabilisierender Faktor 
„FSF“), die durch Thrombin aktiviert wird, verleiht dem noch auflösbaren 
Fibrinnetz die notwendige Festigkeit und Stabilität. Denn FSF sorgt für die 
Umwandlung der zuvor ausgebildeten nicht-kovalenten Bindungen 
(Wassertsoffbrückenbindungen und hydrophobe Wechselwirkungen) in 
kovalente Peptidbindungen (zwischen den ε-Aminogruppen von Lysylresten 
und Carboxylgruppen von Glutaminylresten) im Bereich der zueinander 
antiparallel angeordneten γ-Ketten. Bei dieser stabilisierenden Reaktion wird 
Ammoniak freigesetzt (Abbildung 2-7). 
 
Abbildung 2-7:  Entstehung einer kovalenten Bindung zwischen dem Lysyl- sowie Glutaminyl-Rest 
verschiedener Fibrinmonomere  
(nach Löffler G, Petrides PE, Biochemie und Pathobiochemie, Springer Verlag) 
 
Nun spielen die α-C-Domänen eine wichtige Rolle bei der Polymerisation von 
Fibrinogen zu Fibrin und dessen Quervernetzung. Weisel et al. konnten nämlich 
eine sich verändernde Interaktion dieser Domäne nachweisen. 
Elektronenmikroskopische Untersuchungen ergaben, dass die Domäne 
normalerweise im Fibrinogenmolekül intramolekularen Wechselwirkungen mit 
der zentralen E-Region ausgesetzt ist. Während der Umwandlung zu einem 
Fibrinpolymer kommt es jedoch zu einschneidenden Konformitätsänderungen, 
sodass die α-C-Domänen von der zentralen Region abdissoziieren und für 
intermolekulare Prozesse wie der Seit-zu-Seit-Anlagerung bei der 
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Quervernetzung zur Verfügung stehen. [31] Die genauen molekularen 
Mechanismen sind bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht eindeutig geklärt.      
Ferner spielt diese besondere Region eine weitere wichtige Rolle im Rahmen 
der Zelladhäsion und -Signalgebung. Denn die Abfolge der Aminosäuren der  α-
C-Domäne weist eine spezielle Sequenz auf, bestehend aus Arginin-Glycin-
Aspartat („RGD“). [32] Diese besondere Aminosäureabfolge kommt in der α-
Kette an zwei Stellen vor (α95-97, α572-574), besitzt zelladhäsionsfördernde 
Eigenschaften und ist nicht nur im Fibrinogen selbst sondern auch in anderen 
Adhäsionsproteinen der extrazellulären Matrix anzutreffen (z.B. Fibronektin und 
Laminin). An diese Tripeptidsequenz können indes sogenannte Integrine 
binden. Dies sind aktivierbare heterodimere Transmembranproteine, die das 
intrazelluläre Zytoskelett mit der extrazellulären Matrix oder gar mit anderen 
Zellen verbinden. Ihre Funktion liegt somit in der Zellhaftung, -mobilität sowie -
migration als auch dem interzellulären Kontakt und der Zellkommunikation. 
Diesbezüglich interagieren besonders die Integrine αVβ3, αVβ5 und α5β1 über 
RGD-Domänen mit Liganden der ECM. [33]  
Belkin et al. stellten gleichzeitig fest, dass bereits oligomerisierte α-C-Domänen 
eine stärkere adhäsionsfördernde RGD-Wirkung besitzen als solche im Zustand 
der Fibrinmonomere. Sie postulieren, dass die bei der Quervernetzung 
entstehenden Konformationsänderungen zu einer räumlichen Annäherung der 
RGD-Areale führen und so eine Steigerung der Adhäsionsstimulation bewirken. 
Darüber hinaus beobachteten schon Pohl et al. 1979 eine gesteigerte 
Proliferation von Fibroblastenkulturen nach Zugabe verschiedener 
Komponenten des Blutgerinnungssystems (Thrombin, Fibrinogen, Fibrin). [34] 
Dabei verzeichneten sie mittels Zellzählung und Messung der 3H-Thymidin-
Aufnahme u.a. eine deutlich erhöhte Zellvermehrung nach der Polymerisation 
von Fibrinogen zu Fibrin, wobei sowohl das Fibrin als auch Thrombin eine 
dosisabhängige wachstumsfördernde Aktivität aufwiesen.  
Rybarczyk et al. konkretisierten diese Beobachtung wiederum um die 
Entdeckung, dass u.a. die Exposition der β15-42-Region der Fibrinogen-β-Kette 
bei Wundverletzungen eine Rolle als physiologischer Induzierer der 
Zellaktivierung spielt, indem er die Ausbildung eines intermediären 
Zelladhäsionsstatus’ und migratorischen Zellphänotyps begünstigt. [35] 
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Abbildung 2-8: Schematische Übersicht der Polymerisation von Fibrinogen zu Fibrin  
a: Erzeugung eines Fibrinmonomers aus Fibrinogen durch Abspaltung der 
Fibrinopeptide A und B 
b: Exponierte „Knopf“-Enden treten mit terminalen Domänen anderer Monemere 
in Wechselwirkung  
c: Dadurch folgende Seit-zu-Seit-Anlagerung der einzelnen Monomere  
d/e: Verlängerung des Polymers mit nachfolgender Stabilisierung durch kovalente 
Quervernetzung  
(nach Löffler G., Petrides PB, Biochemie und Pathobiochemie, Springer Verlag) 
 
2.3.1.2 Funktion und Einsatz im Bereich des Tissue 
Engineerings 
 
Das so entstandene Fibrin bildet ein nano-strukturiertes dreidimensionales  
Netzwerk („scaffold“, „mesh“), welches man sich heute im Bereich des Tissue 
Engineering zunutze macht. Bei der Gewebekultivierung fungiert es dann als 
eine Art Leitschiene im Rahmen des Zellwachstums, da einwandernde Zellen 
erst noch eine extrazelluläre Matrix bilden müssen. Bis dahin sorgt das Fibringel 
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für eine orientierende Stützstruktur, in der die migrierenden Zellen - unter 
weitestgehend physiologischen Bedingungen - die Möglichkeit der Proliferation 
und Differenzierung erhalten sollen.   
So bietet der Einsatz von Fibrin im Tissue Engineering große Vorteile: 
Führt man sich das Ziel des Tissue Engineering vor Augen, also die Herstellung 
funktioneller Gewebe und Organteile, so wird die Notwendigkeit autogener 
(früher: autologer) Materialien deutlich. Spender und Empfänger sollten 
idealerweise identisch sein, um eine immunologische Abwehrreaktion zu 
vermeiden und die Biokompatibilität zu sichern. Um dieses Ziel zu erreichen, 
sollten auch die zum Einsatz kommenden Komponenten des Tissue 
Engineerings dieser Maxime weitestgehend folgen. 
Wie zu Anfang des Kapitels bereits angesprochen kommen Fibrin(-ogen) und 
seine übrigen Gel-Komponenten (Thrombin, Calciumchlorid usw.) 
physiologischerweise im menschlichen Körper vor. Der Patient und gleichzeitige 
Empfänger kann folglich sowohl als Spender als auch Produzent für eine 
autogene Stützstruktur dienen. Das endgültige Ziel bei der Herstellung von 
Fibringelen sollte also die ausschließliche Isolierung autogenen Fibrinogens aus 
einer möglichst geringen Menge Patienten-Vollbluts sein. Dessen 
Komponentenausbeute wird jedoch noch als optimierbar betrachtet, was 
insbesondere an Bedeutung im Fachgebiet der Pädiatrie gewinnt,  bei denen 
eine größtmögliche Schonung der jungen Patienten anzustreben ist. [36]  
Des Weiteren eröffnet Fibrinogen die Möglichkeit der kontrollierten 
Polymerisation, was einen großen Vorteil bei der Führung der darauf folgenden 
Herstellungsprozesse erlaubt: Bevor dem Fibrinogen die Polymerisation in 
einen gelartigen Zustand gestattet wird, kann man den entsprechenden 
Komponenten noch vorher entsprechende Bestandteile geplant zuführen. Ein 
Beispiel wären im voraus kultivierte Zellen, die in die Suspension der 
Gelzusätze appliziert werden. Mit Beginn des raschen 
Polymerisationsprozesses (ca. 1 min) wird eine homogene Verteilung und 
schlagartige Immobilisation der Zellen im erstarrenden Fibringel erreicht. 
Daraus ergibt sich eine nahezu hundertprozentige Aussaateffizienz. 
[37,38,39,40] Ein zeitraubendes Einwachsen von außen in die Matrix, wie es 
bei schwamm- bzw. faserartigen Materialien der Fäll wäre, entfällt. Lässt man 
ferner Fibringel per Spritzgussverfahren in vorgeformten (komplexen) 
dreidimensionalen Strukturen aushärten, ist sogar eine Modellierung des Gels 
                                                        EINFÜHRUNG INS TISSUE ENGINEERING 
31 
 
selbst in den unterschiedlichsten Gussformen möglich („moulding“). Die 
Vielseitigkeit des Fibrins im Tissue Engineering wird unter diesen 
Gesichtspunkten offensichtlich und unterstreicht dessen vielfältige 
Einsatzmöglichkeiten bei verschiedensten Ansprüchen.   
Demgegenüber gestellt ist zugleich eine kontrollierbare in vitro-Degradation und 
biologische Resorbierbarkeit. [37] Das Fibringel unterliegt durch Proteasen im 
Zellkulturmedium einem natürlichen Abbauprozess. Diese enzymatische 
Fibrinolyse kann durch Zusatz des Proteaseinhibitors Aprotinin (Trasyslol® 0,5) 
unterdrückt oder gar nach Wunsch entsprechend der ECM-Produktion der 
Zellen angepasst werden. Auf diese Weise lässt sich die Stützstruktur für die 
Zellen so lange erhalten, bis diese eine eigene ausreichende ECM gebildet 
haben, um einen suffizienten Zusammenhalt des Zellverbandes zu garantieren.      
Und genau an diesem Punkt verbirgt sich eine Schwäche des Fibringels als 
„ideales“ Scaffold: Obwohl es u.a. zelladhäsionsfördernde Eigenschaften besitzt 
und gewünschte dreidimensionale Strukturen erzeugen kann, sind seine 
mechanischen Charakteristika initial zu variabel und im Vergleich zum nativen 
Gewebe relativ instabil. Erst mit fortschreitender Kultivierung und Aufbau an 
ECM wird eine zunehmende Stabilisierung des Meshs erreicht. Entsprechend 
muss diese Tatsache bei der Kultivierung von Fibringelscaffolds 
Berücksichtigung finden, indem Druck- und Strömungsverhältnisse langsam 
gesteigert werden, bis das tissue-engineerte Gewebe physiologischen 
Parametern standhält. Die fehlende mechanische Belastbarkeit des Fibringels 
kann deshalb bei Bedarf durch die Kombination mit künstlichen Strukturen (z.B. 
textile) kompensiert werden. 
Die Lösung eines weiteren praktischen Problems steht zur Zeit noch aus: eine 
effiziente Methodik zur Gewinnung von (humanem) Fibrinogen mit maximaler 
Ausbeute.   
Schließlich sollte ebenfalls nicht unerwähnt bleiben, dass die Abwesenheit 
lebender kapillärer Netzwerke, wie sie in unserem Körper vorkommen, für einen 
suffizienten nutritiven und Sauerstoff- Austausch bisher noch einen 
limitierenden Faktor in der Herstellung komplexer Gewebsstrukturen (wie Leber, 
Niere usw.) post implantationem darstellt. 
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2.3.2 Bioreaktoren im Bereich des Tissue Engineerings  
 
Es ist bekannt, dass kultivierte Zellen mit zunehmender Anzahl an Passagen 
ihre spezifischen Eigenschaften als funktionelle Gewebszellen verlieren 
(Dedifferenzierung). [41] Dieser Prozess verdeutlicht, dass die alleinige 
Zellkultur in statischer zweidimensionaler Umgebung (z.B. Zellkulturflaschen 
oder Multiwell-Platten) nicht zur Generierung funktioneller Gewebe geeignet ist. 
Da nun die alleinige in vitro-Kultur von Zellen nicht ausreichte, um funktionell 
kompetente Gewebekonstrukte zu erzeugen, mussten neue Wege gefunden 
werden, um die ex vivo-Kultivierung von lebendem Gewebe zu verbessern. Es 
ist inzwischen hinlänglich bekannt, dass die Entwicklung neuer 
Gewebekonstrukte (z.B. in Hinsicht auf Proliferationsverhalten, Morphologie 
und Funktionalität) maßgeblich von ihren Kultivierungsbedingungen in vitro 
abhängen. [42,43] Geht man nun von der Arbeitshypothese aus, dass die 
Kulturparameter in vitro die strukturellen und mechanischen Eigenschaften von 
tissue-engineertem Gewebe bedingen, gilt es demnach eine künstliche 
Umgebung zu entwickeln, in der optimale Entwicklungsbedingungen für das 
zellbesiedelte 3D-Scaffold herrschen. Zu diesem Zweck greift man im Tissue 
Engineering auf das Prinzip von Bioreaktoren zurück, deren Grundmethodik 
bereits in der industriellen Fermentation, der Abwasseraufbereitung oder auch 
pharmazeutischen Produktion (Antikörper, Wachstumsfaktoren, Impfstoffe etc.) 
Anwendung fand. [43] Generell werden sie definiert als in vitro-Kultursysteme, 
in denen ein physiologisches Milieu simuliert und die Konditionierung von 
Zellkulturen, Geweben (als auch deren Vorstufen) und Organen ermöglicht 
wird. [23] Sie bieten abhängig von ihrem individuellen Design ein hohes Maß an 
Reproduzierbarkeit, Kontrolle und Automatisierung. [43] Für eine erfolgreiche 
Kultivierung muss allerdings jedes Bioreaktordesign auf die komplexen 
Bedürfnisse des Zielgewebes ausgerichtet sein. Daraus folgt, dass 
Bioreaktoren den originären biochemischen und biomechanischen 
Umweltbedingungen des Zielgewebes Rechnung tragen müssen, um ihre 
physiologische in vivo-Umgebung erfolgreich in vitro imitieren zu können. Daher 
gilt es, bei der Entwicklung des Designs und seiner funktionellen 
gewebsspezifischen Anforderungen eine Reihe komplexer Interaktionen 
zwischen dem Zell-Scaffold-Konstrukt mit seinem umliegenden Spendergewebe 
und dessen Umwelt post implantationem zu berücksichtigen. Denn ihr 
                                                        EINFÜHRUNG INS TISSUE ENGINEERING 
33 
 
Wachstum und ihr Reorganisationsverhalten müssen letztlich als direkte 
Antwort zu ihren sich verändernden Umgebungsbedingungen verstanden 
werden. [44] Dieser Punkt verdeutlicht darüber hinaus die Möglichkeit zur 
Untersuchung der Morphogenese in vitro. Durch sie kann also gleichzeitig ein 
tieferes Verständnis für Signaltransduktion und Mechanismen auf molekularer 
Ebene gewonnen werden. [44]  
 
Um die Vermittlung von Zellverhalten und funktionellem Gewebsaufbau also 
größtmöglich steuern zu können, müssen mindestens einige - oder sogar alle! - 
der folgenden Funktionen durch einen Bioreaktor ausgeführt werden 
können:[23] 
1. Kontrolle über die initiale Zellverteilung innerhalb der 3D-Scaffold-Matrix 
(idealerweise in homogener und gewebsspezifischer Verteilung), 
2. Aufrechterhaltung gewünschter Konzentrationsverhältnisse: Gase (z.B. 
O2,CO2), Nährstoffe, regulatorische Faktoren,  
3. Bereitstellung eines effizienten Massentransports für das wachsende 
Gewebe, 
4. Ausübung physikalischer Stimuli (mechanische Konditionierung etc.), 
5. Gewährleistung einer engmaschigen und kompakten Kontrolle über 
Umgebungs- und Operationsbedingungen sowie Entwicklungsstand des 
Gewebes.  
 
Zur  in vitro-Kultivierung müssen den Zellen daher Bedingungen geboten 
werden, die ihrem ursprünglichen Organismus nahe kommen und seine 
essentiellen Funktionen ersetzen. So müssen nicht-synthetisierbare 
Substanzen den Zellen zugeführt werden, während Antibiotikazusätze die Rolle 
eines Immunsystems übernehmen. Stoffwechselendprodukte wiederum sind so 
lange wie möglich zu puffern. Solche Puffer basieren häufig auf anorganischen 
Salzlösungen wie Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3). [45] Diesem muss 
allerdings noch CO2 von außen hinzugefügt werden, da die 
Dissoziationsreaktion von NaHCO3 durch den umgebenden CO2-Partialdruck 
(pCO2) im Inkubator beeinflusst wird. Damit trägt der externe CO2-Gehalt im 
Inkubator zur Stabilisierung des pH-Wertes bei. Er sollte zwischen 7,2 und 7,6 
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liegen und lässt sich durch einen Farbindikatorzusatz (Phenolrot) im 
Zellkulturmedium auch optisch abschätzen.    
Ebenfalls zu berücksichtigende physikalische Parameter sind neben dem pCO2 
der pO2 und die Temperatur.  
Kulturmedien setzen sich darüber hinaus aus weiteren spezifischen 
Komponenten zusammen und besitzen je nach Kulturanforderungen 
entsprechende Inhaltsstoffe und Bedarfszusätze, die einen osmolaren Stress 
vermeiden sollen und zur Nachbildung optimaler Milieuverhältnisse innerhalb 
und außerhalb der Zelle von Bedeutung sind. [46] Dazu zählen nicht nur 
Elektrolyte oder Metalle, die für katalytische Prozesse benötigt werden, sondern 
auch (essentielle) Aminosäuren wie L-Glutamin und Vitamine. Als mögliche 
Supplemente sind u.a. Seren oder Antibiotika-Antimykotika-Lösungen in 
Gebrauch. Seren wie FCS (Foetal Calf Serum, Fa. PAA) stellen komplexe 
Mischungen aus verschiedenen Proteinen, Hormonen, Wachstumsfaktoren, 
Elektrolyten und anderen Bestandteilen dar. Sie verbessern den onkotischen 
Druck und erhöhen die Pufferkapazität der Medien. [47]   
Streptomycin und Penicillin G finden ihren Einsatz als Antibiotika, deren 
Wirkspektren sowohl im grampositiven als auch im gramnegativen Bereich zu 
finden sind. Amphotericin B dagegen soll einer Infektion mit Pilzen und Hefen 
vorbeugen. Letztere Supplemente sollten allerdings zurückhaltend eingesetzt 
werden, um mögliche Kontaminationen der Zellkultur nicht zu verschleiern. Sie 
werden bereits ab Hersteller als gebrauchsfertige Kombinationslösung 
angeboten (s. auch Kapitel 3.1 oder Anhang). 
 
Die simpelste Form eines Bioreaktorsystems ist ein statisches Flaschensystem, 
das aus einer mit Zellkulturmedium befüllten Kulturflasche besteht, in der Zellen 
am Boden adherieren. [48] In diesen Systemen wachsen die Zellen innerhalb 
einer statischen oder durchmischten Kultivierungsumgebung zu einem Gewebe 
heran. Für eine effektive Gewebsentwicklung sind Gasaustausch und 
Massentransfer extrem wichtig. Im statischen System findet nun die 
Gasanreicherung über den Oberflächengasaustausch mit dem Kulturmedium 
statt, während der Massentransport über molekulare Diffusion erfolgt. Die 
Versorgungsleistung ist also vom treibenden Konzentrationsgradienten 
abhängig. Durchmischende Systeme wiederum sorgen (z.B. durch Anlage 
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eines Flüssigkeitsstroms) nicht nur für eine Aufrechterhaltung dieses 
Gradienten sondern auch für eine Verstärkung desselben. Der Massentransport 
geschieht hierbei gleichfalls über Konvektion, wobei das Fluid aber die 
Oberfläche des Gewebes kontinuierlich überströmt und so das 
Konzentrationsgefälle sicherstellt. Je nach Auswirkung der entsprechenden 
dynamischen Stimuli kann dies jedoch in einem strukturell unzureichenden und 
ungleichmäßigen Gewebskonstrukt münden. [23] Die Beobachtung des 
modulierenden Einflusses physikalischer Stimuli auf die Gewebsentwicklung 
führte deshalb zu der Erforschung des Einflusses einer dynamischen 
Biokultivierung auf das wachsende Gewebe. Entsprechend der Vielzahl 
kultivierbarer Gewebetypen und ihrer individuellen Kulturanforderungen 
entstanden so diverse Konzepte dynamischer Kultivierungsprinzipien. [49] Die 
meisten dynamischen Bioreaktortypen befassen sich heutzutage mit jeweils 
einem spezifischen Parameter. Die NASA entwickelte z.B. ein System 
basierend auf dem Prinzip des dynamisch-laminaren Flusses, welches durch 
eine rotierende Flüssigkeitsumgebung erzeugt wurde. [50] In den 
überwiegenden Fällen handelt es sich also um biomimetische Systeme, die 
physiologische Bedingungen insbesondere in Bezug auf Druck, Strömungs- und 
Kräfteverhältnisse in vivo nachahmen. Im Hinblick auf 
Grundlagenuntersuchungen wurden deshalb Bioreaktorsysteme entwickelt, um 
die multiplen Einflüsse unterschiedlicher dynamischer Stimuli (z.B. laminar-
pulsatile Strömungsbedingungen) auf tissue-engineerte Konstrukte untersuchen 
zu können. Jockenhövel et al. stellten diesbezüglich ein dynamisches System 
zur Kultivierung kreisförmiger Myofibroblasten-besiedelter Scaffoldkonstrukte 
aus PGA (Polyglykolsäure) vor. [51] Dieses konnte durch Flanagan et 
Jockenhoevel zu einem Co-Kultursystem modifiziert werden, das wiederum der 
Untersuchung einer „Sandwich“-Kultivierung von Endokardzellen und 
Myofibroblasten dient. [52] Ein weiterer Grundlagenansatz zur Erforschung der 
Auswirkungen von Scherstressbedingungen über ein definiertes 2D-Scherfeld 
auf adhärente Zellen wurde durch Jockenhövel et al. hingegen in einer 
modifizierten Couette-Apparatur verwirklicht. [53]  
Allein das kardiovaskuläre Tissue Engineering brachte zur optimierten 
Konditionierung von Herzklappen bereits eine Vielzahl unterschiedlicher 
Bioreaktormodelle hervor: [54,55,56,57] Hoerstrup et al. entwickelten z.B. ein 
Bioreaktorsystem, welches die Kultivierung von Gefäßkonstrukten und 
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Herzklappen unter pulsatilen Flussbedingungen ermöglicht, und dessen Prinzip 
bereits durch mehrfache Modifikationen weiterentwickelt wurde. [54,55,56,57] 
Engelmayer et al. beschäftigten sich währenddessen mit dem (synergistischen) 
Einfluss verschiedener biomechanischer Stimuli auf die Gewebsneubildung 
tissue-engineerter Herzklappen auf der Basis mesenchymaler 
Knochenmarksstammzellen. [58] In Ihrer Studie wiesen sie dabei eine 
Steigerung der Gewebsneubildung nach, die mit dem synergistischen Einfluss 
laminarer Strömung und zyklischer Flexur auf Knochenmarksstammzellen in 
Verbindung gebracht wird.  
Wolfinberger et al. entwickelten wiederum ein biomimetisches System zur 
Rezellularisierung azellulärer oder devitalisierter Transplantate, bei dem eine 
vaskuläre Prothese im Bioreaktorsystem ebenfalls sowohl Scherkräften als 
auch radialem Stress ausgesetzt wird. [59]  
Selikter et al. beschäftigten sich indes mit einem Bioreaktor, der während der 
Infiltration von Kulturmedium in das tubuläre Konstrukt eine zyklische Dehnung 
mit Hilfe pneumatischer Steuerung erzeugt. [60]  
Diese und zahlreiche weitere Studien zeigen somit, dass mechanische 
Konditionierung  die strukturellen und funktionellen Eigenschaften von tissue-
engineerten Geweben verbessern können. Allerdings ist immer noch wenig 
über die spezifischen mechanischen Kräfte oder Applikationsregime (wie 
Ausmaß, Frequenz, kontinuierlich vs. intermittierend etc.) bekannt, die als 
adäquate Stimulation für die diversen Gewebetypen dienen könnten. [43] 
Weiterhin wäre es sogar möglich, dass unterschiedliche Entwicklungsstadien 
kultivierten Gewebes verschiedene Regimeanforderungen und mechanische 
Konditionierungsreize benötigen, um eine gesteigerte ECM-Akkumulation oder 
strukturelle Organisationsentwicklung zu erzielen. Zur Klärung der 
Mechanismen zellulären Antwortverhaltens auf definierte und mechanische 
Stimuli dienen die zuvor genannten Beispiele somit als Referenz für eine 
Hypothesen-basierte Forschungs-Methodologie.  
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2.4 Tissue Engineering von Perikardgewebe - Aktueller Stand 
der Forschung 
 
Wie bereits in Kapitel 2.2 erwähnt ist der Gebrauch perikardialen Gewebes in 
der Chirurgie bereits ein verbreitetes und beliebtes Biomaterial. [15,16] Dabei 
spielen sowohl xenogene als auch allo- bzw. autogene Ressourcen eine Rolle, 
die z.B. für Herzklappenrekonstruktionen und kardiovaskuläre Defekte 
Verwendung finden. Die Beliebtheit von Perikardgewebe beruht auf seinen 
vorteilhaften Eigenschaften im Rahmen kardiovaskulärer Implantationen: Es ist 
ein kostengünstiges, stabiles Biomaterial, das zum Einsatz in einer Umgebung 
mit verschiedenen hämodynamischen Kräften geeignet ist. Außerdem 
provoziert es - autogen entnommen! -  keine immunologischen Reaktionen 
post-implantationem und ist überdies frei von möglichen Spender-Pathogenen. 
Der größte Nachteil patienteneigenen Perikards ist jedoch seine geringe 
Verfügbarkeit. Diese kann bedingt sein durch Verbrauch aufgrund 
vorangegangener Voroperationen oder Verwachsungen machen eine Nutzung 
unmöglich (z.B. durch entzündliche Veränderungen nach Perikardiotomie). 
Synthetisches Materialien (GORE TEX®, DACRON® etc.) stellen zwar 
diesbezüglich eine Alternative zum autogenen Perikard aufgrund ihres Vorteils 
der beliebigen Verfügbarkeit und einer fehlenden Ausbildung von Aneurysmen 
dar, wie sie bei Biopatches vorkommen. [61] Aber gerade hier sind ihre 
kritischen hämodynamischen Auswirkungen aufgrund einer vermehrten 
Gerinnungsaktivierung anzumerken. [62] Gleichfalls unterstützen synthetische 
Materialien nicht die zelluläre Regeneration. [63]  
Daher wurden verschiedene Lösungsansätze untersucht: Eine Möglichkeit ist 
der Ersatz durch (azellulares) bovines Perikardgewebe. [64] Dabei wird 
versucht, die Immunogenität des xenogenen Transplantats durch 
Vorbehandlung, z.B. mittels Glutaraldehyd-Fixativ, zu reduzieren, was 
allerdings zu einer Quervernetzung zwischen Matrix und löslichen Proteinen mit 
lokalen zytotoxischen Auswirkungen nach Implantation führt. [15,65] Des 
weiteren können die beobachtete Quervernetzung sowie Rückstände des 
Fixativs im transplantierten Perikard eine Infiltration durch native Wirtszellen in 
das xenogene Scaffold unterbinden. Als weiterer gravierender Nachteil der 
Glutaraldehyd-Behandlung erwies sich zudem schnell die beschleunigte 
Kalzifizierung des Gewebes aufgrund seiner Fähigkeit zur chemischen Calcium-
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Bindung und Gewebsversteifung, was konsekutiv zu einer mechanischen 
Degradation des Gewebes in vivo führt. [65,66] Neethling et al. beschäftigten 
sich deshalb genauer mit diesem Kalzifizierungspotential, indem sie zuerst 
bovines Perikard mit Triton X-100, Desoxycholat, IgePal CA-630 sowie 
Ribonuklease dezellularisierten und die verbliebene Restmatrix anschließend in 
zwei Kontrollgruppen aufteilten: Die Matrix der einen Gruppe wurde der 
Quervernetzung in 0,2% polymerischem Glutaraldehyd ausgesetzt, die andere 
durch 0,05% monomerischem Glutaraldehyd vernetzt. [67] Neu an dieser 
Methodik war die Anwendung geringer Mengen polymerischen bzw. 
monomerischen Gutaraldehyds in Kombination mit einem speziellen 
Antimineralisationsprozess. [67,68] Ziel der Studie war die Überprüfung der 
Biostabilität und Biokompatibilität sowie das Kalzifizierungspotential des 
Gewebes unter Erhalt der vollständigen Azellularisierung des xenogenen 
Transplantats. Diese Aspekte wurden durch die Implantation in die 
Jugularisvenen junger Schafe über einen Zeitraum von 200 Tagen untersucht. 
Auffallend positiv war die sehr geringe Kalzifizierungsrate in beiden 
Versuchsgruppen. Dennoch konnte eine Immunreaktion nicht gänzlich 
vermieden werden, obwohl eine geringere Immunogenität in den mit 
monomerischen Glutaraldehyd behandelten Scaffold-Proben registriert wurde. 
Denn nicht nur Zellresiduen sondern auch das „verbliebene“ azellulare 
Matrixmaterial selbst können zu einem inflammatorischen Stimulus führen. [69]  
Nichtsdestotrotz wurde u.a. aufgrund der inflammatorischen Komponente das 
wissenschaftliche Augenmerk auch auf allogene Elemente gelenkt. Mirsadraee 
et al. präsentierten beispielsweise eine Machbarkeitsstudie zur Produktion 
eines humanen azellularisierten Perikardscaffolds mit der Aussicht und dem 
Ziel der zellulären Rebesiedelung mit Hilfe autogener Zellen in die allogene 
Matrix. Dabei konnten sie eine erfolgreiche Dezellularisierung des humanen 
Perikards erreichen, ohne die primären Strukturkomponenten oder die 
Beanspruchbarkeit der Matrix in Mitleidenschaft zu ziehen. [15] Die gleiche 
Arbeitsgruppe widmete sich daraufhin dem nächsten Schritt durch Überprüfung 
der Biokompatibilität eines solch vorbehandelten Gewebes, sowohl im 
azellulären als auch rebesiedelten Zustand mit humanen dermalen 
Fibroblasten, die als Ausblick für eine Zellresource zum Re-seeding-Prozess 
betrachtet wurden. [70] Diese Varianten wurden erneut u.a. mit Glutaraldehyd-
behandelten Proben verglichen. Die entsprechenden Behandlungsschritte 
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erfolgten auf der Basis der vorangegangen Studie. Mirsadraee et al. stellten 
dabei fest, dass die dermalen Fibroblasten in den rebesiedelten humanen 
Scaffoldversionen mehrheitlich überlebt hatten und Hinweise auf einen Umbau 
der Matrix vorlagen, aber eine besonders hohe Konzentration an der 
mesothelialen Oberfläche des Perikardlappens aufwiesen, mit nur geringer 
Infiltrationstiefe ins eigentliche Gewebe. Demgegenüber zeigten die aus dem 
Mausmodell explantierten Proben abhängig von ihrer Vorbehandlung 
unterschiedliche Ergebnisse. Die mit Glutaraldhyd- oder frisch-/tiefgefroren-
fixierten Perikardmatrices waren von einer dicken Schicht aus 
inflammatorischen Zellen und fibrösem Gewebe eingehüllt gewesen, während 
die dezellularisierten Explantate von Myofibroblasten, CD34-positiven Zellen 
und Makrophagen infiltriert worden waren. Im Vergleich zu dem Glutaraldehyd- 
fixierten Gewebe zeigten die frisch-/tiefgefroren-fixierten und dezellularisierten 
Perikardproben nur einen geringfügigen Calcium-Gehalt. Damit sahen sie die 
Biokompatibilität sowohl in vitro als auch im Mausmodell in vivo als bestätigt. 
Ungeachtet der höheren Verfügbarkeit hinsichtlich xeno- bzw. allogener 
Biopsien ist es jedoch bis heute unmöglich gewesen, die ausgeführten Vorteile 
autogener Transplantate auf diese Biopsiequellen oder andere Biomaterialien 
zu übertragen. Dennoch verhindern noch immer diverse Probleme eine breite 
Anwendung des autogenen Perikards. Neben den oft nur geringen Mengen, die 
zur Retransplantation zur Verfügung stehen, wurde schon früh in der Literatur 
von Sekundärschäden an (autogenen) Gewebepatches berichtet, nachdem sie 
in den Körper der Patienten transplantiert worden waren. So berichteten bereits 
Clarke et al. 1968 von einer vergleichenden Studie transplantierten 
Perikardgewebes aus allogener sowie autogener Quelle und stellten dabei 
bereits eine geringere Fibrosierung an den autologen Perikardproben fest. [71] 
Dennoch konnte auch weiterhin bei autologem Gewebe eine reaktive  
Verdickung und Retraktion von Perikardgewebe post-implantationem 
beobachtet werden; beispielsweise nach Gebrauch als langer Patch, um den 
Blutfluss innerhalb des Atriums im Rahmen einer Transpositionsoperation der 
großen Arterien (Senning-Technik) umzuleiten, mit der Notwendigkeit 
mehrfacher reoperativer Intervention. [72] In der kardiovasuklären Umgebung 
des Hochdrucksystems wiederum wurden sogar Dilatationen bis hin zu 
aneurysmatischen Aussackungen autologen Perikardgewebes nachgewiesen, 
wie zum Beispiel bei großen ventrikulären Septumdefekten, im rechten 
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Ausflusstrakt bei pulmonaler Hypertension sowie in der Aorta. [73] Solche 
Beobachtungen vor dem Hintergrund der möglichen Vorteile autogenen 
Gewebes im Bereich des Tissue-Engineerings führten Marchion et al. zu der 
Entwicklung eines in vitro-Modells zur Erforschung perikardialer 
Gewebsregeneration. [74] Ihre Vorerfahrungen gründeten sich auf eine bereits 
erfolgte in vivo-Studie über mögliche kausale Ursachen für sekundäre 
(fibrotische) Veränderungen transplantierten Gewebes, bei dem vitales ovines 
Perikard zur Simulation kardialer Klappensegelstrukturen als lumenhalbierender 
Lappen in die Aorta descendens eines Schafes implantiert worden war. [75] Die 
damalige Auswertung zeigte eine fibrotische Retraktion des autogenen 
Perikardpatches, welches gleichzeitig eine zelluläre Akkumulation aufwies. 
Histologische Untersuchungen deuteten auf eine endogene Zellaktivierung im 
perikardialen Gewebe hin, die zu dem nachteiligen Effekt im Heilungsprozess 
geführt haben könnte. Als eine mögliche Ursache für die verstärkte 
Zellaktivierung wurde die unphysiologische Lage des autogenen Gewebes 
postuliert, da Perikard in seiner anatomisch-gerechten Position und Funktion 
normalerweise nicht den hohen Serumkonzentrationen des Blutkreislaufes 
ausgesetzt ist, wie es in dieser Studie der Fall war. Marchion et al. suchten 
deshalb nach einem tieferen Verständnis für den zellulären Aktivierungsprozess 
in kultiviertem Perikardgewebe, indem sie mit Hilfe einer in vitro-Studie den 
möglichen Einfluss von Serum auf die zelluläre Proliferation und zellvermittelte 
Gewebskontraktion in vivo untersuchten. [74] Sie zeigten, dass die 
Gewebskontraktion in ihren Proben tatsächlich von dem Vorhandensein 
lebender Zellen abhängig war, da mit Ethanol vorbehandelte, azelluläre Proben 
zu keiner Zeit Gewebskontraktionen aufwiesen, weder in vivo noch in vitro. 
Weiterhin deuteten ihre Resultate darauf hin, dass eine de-novo 
Proteinsynthese für eine Serum-stimulierte Gewebskontraktion vonnöten ist, da 
Cycloheximid als zugegebener Proteinsyntheseinhibitor eine Kontraktion  (trotz 
Serumstimulation) erfolgreich verhinderte. Allerdings stellten 
Gewebskontraktion und Zellproliferation für sich zwei voneinander unabhängige 
Ereignisse dar. Denn Proliferationsinhibition und Kontraktion konnten nicht 
gleichzeitig durch alle untersuchten Inhibitoren unterdrückt werden. Eine 
weitergehende Erforschung über die möglichen Aktivierungspfade und ihre 
Auswirkungen könnten zu einer methodischen Verbesserung führen, an dessen 
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Ende der langfristig erfolgreiche klinische Einsatz autogenen Perikards als 
brauchbares Biomaterial stünde.  
 
Die dargestellte Übersicht zum Einsatz perikardialen Gewebes im Tissue 
Engineering verdeutlicht, dass das grundlegende Problem noch immer in der 
Gewinnung ausreichender Mengen autogenen Perikards liegt und bislang 
ungelöst ist.  
 
Diese Beschränkung stellte deshalb den Ausgangspunkt für eine neuartige 
Konzeptentwicklung zur in vitro-Expansion perikardialen Gewebes dar, die 
soweit bekannt in der Literatur bisher noch nicht beschrieben wurde. Hierzu 
griffen Veggian et al. für ihr Konzept auf die Kombination zweier bewährter 
Methoden zurück:  
Sie verknüpften die Prinzipien des Tissue Engineerings (auf der Basis 
zellbesiedelter Fibringelscaffoldmatrices) mit denen der Meshgraft-Technik 
nach dem Vorbild rekonstruktiver Verbrennungschirurgie.  [76,77] 
2.4.1 Konzept zur Kultivierung und Expansion perikardialer 
Patchstrukturen 
 
Meshgraftgeräte übertragen ein Schnittmuster auf ein Spalthauttransplantat, 
wodurch dieses in seiner Fläche auf das 1,5 - 9-fache seiner Größe expandiert 
werden kann. Legt man nun das Maschentransplantat auf den Wunddefekt, 
wächst dieses unter Zurückbleiben eines maschenförmigen Musters in die 
umgebende intakte Haut ein. Ihre Indikation wird zumeist bei solchen 
Wundläsionen gestellt, wo ein großer oberflächlicher und planarer Wunddefekt 
besteht, dessen Weichteilläsionen z.B. durch schwere Verbrennungen 
entstanden sind. [78,79] 
Übertragen auf die mögliche in vitro-Produktion autogenen Perikards könnte 
dann nach Veggian et al. die ex vivo-Umsetzung wie folgt aussehen:  
Während eines ersten Operationsschrittes wird initial eine Perikardbiopsie 
entnommen (z.B. bei der Glenn-Operation zur späteren Fontankomplettierung; 
Kapitel 2.2). Nach der Isolation und vorsichtigen Freipräparation wird das 
Perikardpatch netzartig eingeschnitten und die gleichmäßig angeordneten 
Schnittstellen durch unidirektionale Dehnung aufgeweitet. Die so erzeugten 
Spalten werden daraufhin mit einem Fibringelscaffold aufgefüllt, dessen Matrix 
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wahlweise noch zuvor isolierte und gezüchtete (autogene) Perikardzellen 
hinzugefügt werden können. Idealerweise würden auch das für diese Prozedur 
benötigte Fibrinogen bereits autogen vom aufgeklärten Patienten gewonnen 
werden.  
Die Fibringel-(Zell-)Masse versiegelt nun die artifiziell erzeugten Lücken des 
vorbereiteten Gewebes. Dieses wird anschließend in ein spezielles 
Bioreaktorsystem überführt, welches durch seine optimal abgestimmte 
Kulturumgebung und das parallele Anlegen physikalischer Stimuli (z.B. 
zyklische Dehnung oder laminarer Scherstress) für eine Zelleinsprossung in das 
Meshgraft mit nachfolgender Gewebeexpansion sorgt. Am Ende des 
Kultivierungszyklusses steht ein expandierter Perikardlappen aus vollständig 
autogenem Gewebe.   
Dieser Kultivierungszyklus könnte theoretisch so lange wiederholt werden, bis 
die gewünschte Expansionsrate bzw. Gewebsgröße erreicht wäre (s. Abbildung 
2-9).  
 
 
 
Abbildung 2-9: Konzept der Kultivierung und Expansion eines Perikardmeshgrafts am Beispiel 
des Bioreaktorsystems „Peri I.2“ (modifiziert nach Veggian) 
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Veggian et al. entwarfen hierzu ein neuartiges Bioreaktordesign, das eine 
Kultivierung und Gewebsvergrößerung  ex vivo ermöglichen sollte. In ihrer 
Pilotstudie konnten sie so erfolgreich bereits nach einem Kultivierungszeitraum 
von 10 Tagen eine Gewebsneogenese in vitalem gemeshtem porcinen Perikard 
induzieren, dessen Spaltlücke zuvor durch eine Fibringelmasse versiegelt 
worden war. Das Fibringelscaffold wiederum enthielt perikardiale Zellen, die 
gemäß den Prinzipien des Tissue Engineerings die Neosynthese perikardialen 
Gewebes unterstützen sollten. Dabei wies Veggian immunhistochemisch die 
Hauptkomponenten der extrazellulären Matrix (Kollagen I und III sowie Elastin) 
in annähernd physiologischen Relationen nach. Allerdings zeigte die 
Gewebsentwicklung eine ungleichmäßige und noch unvollständige Neogenese, 
deren mögliche Ursachen und Kultivierungsoptimierung zum Gegenstand 
dieser Dissertation wurden.  
Ziel dieser Arbeit ist daher die Optimierung der in vitro-Kulturparameter für eine 
erfolgreiche und stabile Expansion perikardialen Gewebes ex vivo.   
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3 Material und Methoden 
 
Eine genaue Auflistung der im Folgenden angeführten Geräte, 
Gebrauchsmaterialien, Reagenzien und verwendeten Lösungen kann im 
Anhang des Kapitels 7 nachvollzogen werden. 
3.1 Zellgewinnung und -kultivierung 
3.1.1 Anlage einer Primärkultur aus porcinem Perikardgewebe 
 
Das Material für diese Dissertation entstammt frischen Tierkadavern aus dem 
Zentrallaboratorium für Versuchstierkunde im Universitätsklinikum Aachen der 
RWTH Aachen. 
Nach Freipräparation des Herzens wird eine Perikardbiopsie unter sterilen 
Bedingungen vorgenommen. Es wird bis zu seiner endgültigen Verwendung 
kühl in sterilem HEPES-(Fa. Sigma) Transportpuffer, versetzt mit einer 
Antibiotikum-Antimykotikum-Lösung (Fa. PAA), aufbewahrt. Die weitere 
Verarbeitung erfolgt steril unter einer Sicherheitswerkbank der Klasse II. Hierzu 
werden mehrere Petrischalen mit PBS (Dulbecco’s PBS (1x), Fa. PAA) befüllt 
und die Biopsie zur weiteren Präparation in jene überführt. Mit Hilfe steriler 
Instrumente wird nun vorsichtig mit der Isolierung des Perikards vom 
umgebenden Binde- und Fettgewebe begonnen. Nach Abschluss der 
Präparation wird das Perikard in einer frischen Petrischale mit PBS beurteilt und 
in kleine Stücke geschnitten. Diese sollen später ein maximales 
Zellaussprossen erleichtern. Die Stücke werden dann in eine Pipette mit 
breitem Auslauf aufgenommen und auf sterile Einweg-Kulturgefäße verteilt (Fa. 
Greiner Bio-One). Das überschüssige PBS wird nach Verteilung auf die 
Zellkulturflaschen abgesaugt. Anschließend erfolgt die ausgewogene Verteilung 
der Gewebestücke mittels Pasteur-Pipette auf dem Flaschenboden. Danach 
pipettiert man gleichmäßig ca. 3-4 ml eines auf 37°C temperierten 
Proliferationsmediums, versetzt mit fötalem Kälberserum sowie einer 
Antibiotikum-Antimykotikum-Lösung, auf den gesamten Boden (vgl. auch 
Kapitel 2.3.2 sowie 3.1.4). Schließlich werden die Flaschen in einen Inkubator 
(Fa. Binder) überführt, der ein Umgebungsmilieu von 37°C, 5% CO2 und 95% 
Luftfeuchtigkeit gewährleistet. Nach ein bis zwei Tagen hat eine Adhäsion des 
Gewebes stattgefunden, sodass weitere 3-5 ml desselben Mediums 
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hinzugegeben werden können. Hierbei ist jedoch auf ein vorsichtiges 
Pipettieren zu achten, da es ansonsten zum Ablösen der Perikardstücke 
kommt. Nach wenigen Tagen kommt es sichtbar zur Aussprossung der Zellen 
(Abbildung 3-1). Der erste Mediumwechsel mit gleichzeitigem Entfernen der 
Gewebsstücke durch eine Pipette mit breitem Auslauf erfolgt nach ca. 7- 10 
Tagen.           
 
 
 
Abbildung 3-1: Porcines Perikardgewebsstück mit auswachsenden Perikardzellen (x5-
Vergrößerung) 
 
3.1.2 Subkultivierung und Passagieren von Zellen 
 
Sobald die Gewebestücke aus den Zellkulturflaschen entfernt wurden, lassen 
sich an ihrer Stelle kolonieartig proliferierte Zellansammlungen erkennen. Sie 
deuten das ursprüngliche Verteilungsmuster des porcinen Gewebes an. Die so 
gewonnenen Perikardzellen werden nun solange weiter kultiviert, bis der Boden 
der Zellkulturflasche ein ~95% konfluierendes Wachstum aufweist. Um dies zu 
ermöglichen, wird alle 3 bis 4 Tage ein Mediumwechsel durchgeführt. Hierzu 
wird bis zum Ende dieser Passage auch weiterhin das Proliferationsmedium 
verwendet, welches bereits zur Anlage der Primärkultur Verwendung fand.  
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Mit dem Begriff Passage werden die jeweiligen Stadien steriler Subkultivierung 
beschrieben, die ihre Grenze bzw. ihr Ende in einer nahezu vollständigen 
Bedeckung des Bodens (mit Zellen) finden. Dann müssen die Zellen aus den 
Kulturgefäßen gewonnen und auf neue Zellkulturflaschen verteilt werden, womit 
gleichzeitig der Beginn einer neuen Passage markiert wird. Je nach 
Proliferationsverhalten dauert eine Passage ca. 2-3 Wochen. 
Um die Zellen am Ende ihres jeweiligen Subkultivierungsstadiums isolieren und 
danach passagieren zu können, bedient man sich folgendes’ Procedere: 
Man saugt das alte Medium mit Hilfe einer Pasteurpipette ab und wäscht die 
verbliebene Menge durch Zugabe von ca. 10 ml PBS aus. Nachdem der Puffer 
ebenfalls abgesaugt wurde, gibt man 3ml einer Trypsin-EDTA-Lösung (1-fach 
konzentriert, Fa. PAA) pro Flasche auf die adhärenten Zellen. Nach 3 bis 5 
Minuten (min) Einwirkzeit bei 37°C kann man im Phasenkontrastmikroskop das 
Ablösen der Perikardzellen vom Boden ausmachen. Vorsichtiges Klopfen am 
Flaschengehäuse vervollständigt diesen Prozess. Um eine weitere 
proteolytische Spaltung der Adhärenzmoleküle der ECM zu unterbinden, 
pipettiert man ca. 8ml serumhaltiges Proliferationsmedium (ohne Antibiotikum-
Antimykotikum-Zusatz ab Passage 1) pro Flasche hinzu. Die Suspension aus 
Perikardzellen, Trypsin-EDTA und Proliferationsmedium wird nun in eine 
Pipette aufgenommen. Mit ihr wird der Boden mehrmals abgespült und die 
Zellen unter mehrfachem Aufziehen und Ablassen gegen die Flaschenwand mit 
der Pipette vereinzelt. Danach füllt man die Suspension in ein 50 ml-
Zentrifugenröhrchen und zentrifugiert diese 5min bei Raumtemperatur und einer 
RZB von 500xg. Der Flüssigkeitsüberstand wird anschließend verworfen, das 
Zellpellet in frischem serumhaltigem Proliferationsmedium resuspendiert und 
auf die entsprechende Anzahl neuer Zellkulturflaschen verteilt. Jede Flasche 
wird zuletzt auf ca. 10ml Medium aufgefüllt und zur weiteren Kultivierung in den 
Inkubator überführt. Dort sollten die Zellen für 24 Stunden ruhen, um eine 
Adhärenz zum Flaschenboden etablieren zu können. Ein Mediumwechsel sollte 
alle 3 bis 4 Tage erfolgen.   
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3.1.3 Kryokonservierung von Perikardzellen  
 
Die Technik der Kryokonservierung ermöglicht es einem Labor, kultivierte 
Zellen flexibel zu nutzen. So kann man diese am Ende einer Passage halten, 
indem man sie in flüssigem Stickstoff bei ca. – 196°C aufbewahrt. Ihre 
Bevorratung gewährt darüber hinaus einen permanenten Zugriff und eine 
effiziente Möglichkeit, verschiedene Zelllinien bei Bedarf zu verwenden bzw. zu 
kombinieren. Zusammenführungen unterschiedlicher Zelllinien offerieren u.a. 
die Gelegenheit, interindividuelle Unterschiede auszugleichen und homogenere 
Wachstumsmuster zu erzielen. Nach Absaugen des alten Mediums werden die 
Zellen mit warmem (37°C) PBS-Puffer gewaschen und danach mit Trypsin-
EDTA-Lösung benetzt (s. 3.1.2). Nach dem Ablösen der Zellen vom Untergrund 
und der Zugabe von serumhaltigem Proliferationsmedium zur Inhibierung der 
Proteolyse müssen die Zellen auch hier vereinzelt und die Suspension in ein 
Zentrifugenröhrchen überführt werden. Es folgt die Zentrifugation bei 500xg für 
5 min bei Raumtemperatur. Nach Verwerfen des Überstands wird das Zellpellet 
in frischem serumhaltigem Medium resuspendiert.  Die Bestimmung der 
Zellkonzentration erfolgt elektronisch mit Hilfe des CASY®-Zellzähl- und 
Analyse-Systems (Fa. Innovatis). Durch ein elektronisches 
Flächenpulsmessverfahren wird dabei sogar die simultane Differenzierung 
vitaler von avitalen Zellen, Zellaggregaten als auch Debridement im Rahmen 
eines einzigen Messvorganges ermöglicht. Bei 2ml-Kryoröhrchens Cryo.s® (Fa. 
Greiner Bio One) ist eine maximale Zellzahl von 1- 5 x 10
6
 Zellen pro ml 
empfohlen. Dabei setzen sich die 2ml wie folgt zusammen: 80% Medium + 
Zellen, 10% FCS sowie 10% DMSO (Dimethylsulfoxid). DMSO dient als 
Schutzsubstanz, welche die Kristallbildung innerhalb und außerhalb der Zelle 
sowie eine partielle Dehydratation des Zytoplasmas verhindert. Bei seiner 
Verwendung ist jedoch entschieden darauf zu achten, dass DMSO bei einer 
Temperatur von > 4 °C  zelltoxische Eigenschaften entwickelt, weshalb ein 
zügiges Arbeiten beim Einfrieren unbedingt erforderlich ist. Vor der Lagerung in 
flüssigem Stickstoff werden die Zellen für ca. 12 Stunden bei - 80 °C  
eingefroren. Dabei empfiehlt sich die Aufbewahrung der Kryoröhrchen in einer 
Schale mit Isopropylalkohol, um eine gleichmäßige Abkühlrate von 1 °C/min zu 
erreichen. Danach folgt die Überführung in den Stickstofftank, in dem die Zellen 
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über mehrere Jahre ohne Verlust ihrer Lebensfähigkeit aufbewahrt werden 
können.  
Um die Zellen wieder aufzutauen, werden die Kryoröhrchen unter Beachtung 
der erforderlichen Schutzmaßnahmen (Schutzkleidung, Sicherheitshandschuhe, 
Sichtschutz usw.) aus dem Stickstoffbehälter entnommen. Sofort nach 
Entnahme werden sie für ca. 1 bis 2 min im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die 
Röhrchen sollten nur solange ins Wasserbad gehalten werden, bis die 
Suspension gerade aufgetaut ist. Nach Überführung in ein Zentrifugenröhrchen 
und Resuspension in frischem, serumhaltigem Zellkulturmedium zur 
Verdünnung der DMSO-Komponente erfolgt die Zentrifugation bei 
Raumtemperatur und 500xg für 5 min. Im Anschluss daran wird der Überstand 
entnommen und das Zellpellet erneut in frischem Medium resuspendiert. Unter 
Beachtung der vorliegenden Zellkonzentration zur Aussaat wird die Suspension 
nun auf eine entsprechende Anzahl an Zellkulturflaschen verteilt und diese auf 
ca. 10 ml Medium pro Flasche aufgefüllt. Nach einer Ruhephase von ca. 24 
Stunden im Inkubator (Bedingungen: s. 3.1.1) ist ein Mediumwechsel 
empfohlen.   
3.1.4 Zellkulturmedien und ihre Zusätze 
 
In dieser Dissertation kamen verschiedene  Zellkulturmediumkompositionen zur 
Anwendung, um den speziellen Ansprüchen der Kultivierung von Perikardzellen 
bzw. dem Betrieb der Bioreaktorsysteme zu genügen (vgl. auch 2.3.2). Tabelle 
3-1 stellt nun die verschiedenen Rezepturen gegenüber: 
 
Proliferationsmedium Bioreaktormedium 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium „DMEM“ 
(inkl. 1000 mg/l Glucose, 4mM L-Glutamin und 110 mg/l, Pyruvat; 
Fa. Gibco) 
+ 10 % Foetal Calf Serum 
(Fa. PAA) 
1 % Antibiotikum-Antimykotikum-Lösung (Fa. Gibco) 
(bei Proliferationsmedien: 
ausschließlich in Passage 0!) 
- 
Trasylol® 0,5 (Fa. Bayer) 
(Wirkstoff: Aprotinin, Dosierung: 
7,3ml ≙ 131,5 IU/ml) 
- 
L-Ascorbat-2-phosphat (Fa. Sigma) 
(Dosierung: 1mM; 
0,26 mg/ml → 0,1462 g) 
Tabelle 3-1: Vergleichende Darstellung der verwendeten Zellkulturmedien und ihrer Zusätze. 
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Da sich mit der Überführung von Perikardzellen in Fibringel die Anforderungen 
an das Medium verändern, werden für die Kultivierung in Bioreaktorsystemen 
als Zusätze also noch der Fibrinolyse-Inhibitor Aprotinin zur Verhinderung eines 
Abbaus von quervernetztem Fibrin sowie L-Ascorbat-2-phosphat als Cofaktor 
für den Schutz vor Oxidationsstress (u.a. im Rahmen der Kollagensynthese) 
benötigt. [37,80] Dabei wird das thermolabile L-Ascorbat-2-phosphat-Pulver in 
10ml frischem DMEM (ohne Zusätze) gelöst, anschließend steril filtriert, um 
dann dem Medium wieder zugeführt zu werden. Ebenso das Trasylol® wird 
sterilfiltriert, um die Keimfreiheit des Mediums nicht zu gefährden.  
Zur Kontrolle einer kontaminationsfreien Handhabung wird grundsätzlich eine 
Mediumprobe nach jedem frischen Ansatz entnommen und in einer T25-
Zellkulturflasche für mindestens 7 Tage vor Gebrauch im Inkubator (37°C, 5% 
CO2, 95% Luftfeuchtigkeit) inkubiert.     
3.2 Herstellung von Fibringelen 
 
Im Rahmen dieser Dissertation wurde die laborexperimentelle in vitro-
Evaluation mit kommerziell erhältlichen Fibrinogenlyophilisat (Schaf, Fa. Sigma) 
durchgeführt. 
3.2.1 Fibrinogenlösung aus kommerziell erhältlichem 
Lyophilisat 
 
Wir streben eine Fibrinogenkonzentration von cFibrinogen = 10mg/ml an. Weiterhin 
wird ein kalkulierter Verlust bei der Herstellung der Fibrinogenlösung 
angenommen (z.B. durch Dialyse, Sterilfiltration etc.) und durch den 
rechnerischen Verlustfaktor 2/3 festgelegt. Das Lösen des lyophilisierten 
Fibrinogenpulvers erfolgt in einer 6-Well-Platte oder einer Petrischale (abhängig 
von der gewünschten Lösungsmenge). Es werden auf je 3ml Reinstwasser ca. 
55mg Fibrinogenpulver abgewogen und gelöst. Hierzu verstreut man das 
abgemessene Pulver auf der Wasseroberfläche. Nach ein bis zwei Stunden ist 
das Fibrinogen vollständig gelöst und bereit für die Weiterverarbeitung. Die 
Solution wird nun in eine Pipette aufgenommen, in einen Dialyseschlauch 
(Porengröße 6.000–8.000D MW) überführt und über Nacht bei Raumtemperatur 
gegen eine 4l TBS-Lösung (pH 7,4) dialysiert (Rezeptur TBS-Puffer: s. 
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Anhang). Es folgt die Sterilfiltration der Dialysatsuspension in zwei Schritten 
nach absteigender Porengröße: erst 5µm, danach 0,22µm (Millex® Syringe 
Filter, Fa. Millipore).   
Daraufhin wird die Fibrinogenkonzentration der Suspension mit Hilfe der 
photometrischen Transmissionsmessung quantifiziert. Man verwendet TBS als 
Trägerlösung in einer Quarzglasküvette mit einem Dilutionsverhältnis von 1:20 
(Fibrinogen: TBS). Die Absorptionsmessung erfolgt bei einer Wellenlänge von 
λ=280nm. Die anschließende Konzentrationsbestimmung [mg/ml] wird sodann 
mittels folgender Formel berechnet:  
 
cFibrinogen [mg/ml]= (A280 / 1,55) * Verdünnungsfaktor   
 
Sollte die Konzentration nicht den geforderten 10mg/ml entsprechen, ist eine 
Einstellung mittels TBS-Puffer möglich.  
 
Für die weitere Gelherstellung müssen darüber hinaus noch als zusätzliche 
Gelkomponenten CaCl2 [c = 50mM] sowie Thrombin [40IU/ml] (ebenfalls mit 
TBS als Trägerlösung) in steriler Form für eine erfolgreiche Polymerisation 
bereitgehalten werden.   
3.2.2 Herstellung versuchsadaptierter Fibringele  
 
Für den eigentlichen Gussprozess der Fibringelmenge pro Reaktionsansatz im 
Bioreaktorsystem wurden 160µl festgelegt: 
 
 → 80µl Fibrinogen [cFibrinogen = 10mg/ml) 
 → 56µl TBS (bei Bedarf als gleichzeitiges Solutionsmedium für 
Perikardzellen) 
 → 12µl CaCl2 [c = 50mM, Lösungsmittel: TBS] 
 → 12µl Thrombin [40 IU/ml, Lösungsmittel: TBS] 
 
TBS wird hierbei als Suspensionsmedium für die Perikardzellen verwendet, 
wodurch ihnen eine isoosmotische Umgebung und ein stabiler, annähernd 
physiologischer pH über weite Bereiche ermöglicht werden. Die 
Zielzellkonzentration wurde mit 10 * 106 Zellen/ml Gel vorgegeben. Die absolute 
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Zellzahl auf 160µl Gel beträgt somit 1,6 * 106 Zellen. Um eine effiziente und 
kontrollierte Polymerisation zu erzielen, werden zuerst der TBS-(Suspensions-) 
Puffer, das CaCl2 sowie das Thrombin (Fa. Sigma-Aldrich) in einem sterilen 
Eppendorf-Reaktionsgefäß miteinander vermengt. Dadurch wird eine 
homogene Verteilung der einzelnen Komponenten erreicht. Zum Schluss erfolgt 
die Zugabe von Fibrinogen. Hierbei ist jedoch zu berücksichtigen, dass mit der 
Injektion der letzten Komponente die sofortige Polymerisation der zuvor noch 
liquiden Bestandteile einsetzt. Innerhalb von Sekunden verfestigt sich die 
modulierbare Flüssigkeit zu einem unverformbaren Gel. Daher ist ein schnelles 
und präzises Arbeiten direkt im Bioreaktorsystem notwendig. Anschließend 
bedarf es einer finalen Polymersationszeit von mind. 45 Minuten (bis max. 1 
Stunde), bevor das polymerisierende Gel eine ausreichende Stabilität besitzt, 
um mit dem strömenden Bioreaktormedium in Kontakt kommen zu können.  
Bevor das Pellet trypsinierter Zellen dem TBS-Puffer hinzu gegeben wird, ist 
eine Leerprobe vorgesehen, die die Funktionalität der restlichen Komponenten 
überprüft. Alle Bestandteile werden in den geforderten Konzentrationen 
hinzugefügt, die Polymerisation kontrolliert und anschließend dokumentiert. 
3.3 Anlage eines definierten Zellvorrats 
 
Vitale Grundlage der in vitro-Kultivierungsversuche dieser Dissertation stellen 
porcine Perikardbiopsien dar, denen durch Meshgrafterweiterungen (s. auch 
2.4.1) eine kontrollierte Expansion ermöglicht werden sollen. Hierzu wurden 
vergleichende Experimente durchgeführt, die sich u. a. mit dem Einfluss der 
Anwesenheit porciner Perikardzellen innerhalb der Fibringelmatrix 
beschäftigten.    
Zur qualitativen Reduktion dieses interindividuellen Unterschiedes und damit 
besseren Vergleichbarkeit der Versuchsergebnisse wurde in dieser Arbeit ein 
definierter Zellvorrat aus verschiedenen Versuchstieren angelegt. Aus ihm 
wurden alle Testverfahren gespeist. Dafür wurde auf Perikardzellen von 
insgesamt 7 verschiedenen Versuchstieren zurückgegriffen. Alle Zellen wurden 
am Ende der 2. Passage zusammengeführt (6 der 7 Zellreihen aus 
vorangegangener Kryokonservierung) und zu einer gemeinsamen Zellkultur in 
Passage 3 resuspendiert. So konnte am Ende der 3. Passage ein gemeinsamer 
Zellpool von insgesamt 38 Millionen Zellen kryokonserviert werden, welche bei 
Bedarf in der erforderlichen Versuchsreihe in Passage 4 zum Einsatz kamen. 
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3.4 Bioreaktorsysteme zur Kultivierung gemeshter 
Perikardbiopsien und Anlage unterschiedlicher 
Kultivierungsbedingungen  
3.4.1 Bioreaktoren – Grundlage komplexer ex vivo-
Kultivierung 
 
Grundlage dieser Dissertation war die Optimierung von Kulturparametern 
gemeshter Perikardbiopsien auf der Basis von Bioreaktor-
Kultivierungssystemen (s. auch Kapitel 2.3.2).  
Im Fokus dieser Arbeit steht hierbei die Gegenüberstellung zyklischer Dehnung 
im Vergleich zu laminaren Strömungsverhältnissen als physikalische Stimuli im 
Rahmen der dynamischen Kultivierung.  
Dazu werden im Folgenden die zugrunde liegenden Kultivierungskonzepte 
(soweit nicht bereits in Kapitel 2.4.1 beschrieben) und die dafür verwendete 
Reaktortechnologie vorgestellt.   
Alle verwendeten Komponenten sind durch die FDA (Food and Drug 
Administration) in ihrer Biokompatibilität bestätigt worden. Darüber hinaus 
eignen sich alle verwendeten Materialien zur NT-Plasmasterilisation 
(Niedertemperatur) auf Wasserstoffperoxid-Basis (STERRAD® 100S 
Sterilisationssystem, Fa. Ethicon GmbH). 
3.4.2 Bioreaktorsystem „Peri I.2“ 
 
Soweit bekannt stellt das Bioreaktorsystem „Peri I.2“ das bisher erste in der 
Literatur beschriebene Konzept zur Kultivierung und Expansion perikardialen 
Gewebes im Bereich des kardiovaskulären Tissue-Engineerings dar. Seine 
Besonderheit liegt im Prinzip der pneumatischen Membranauslenkung. Die 
Methode fand bereits unter anderer Zielvorgabe in einigen Bioreaktorkonzepten 
Anwendung (s. auch Kapitel 2.3.2). [54]  
Um nun natives Perikardgewebe nach dem im Kapitel 2.4.1 erläuterten Konzept 
in einem Bioreaktorsystem expandieren zu können, realisierten Veggian et al. 
das im Folgenden beschriebene Kultivierungsmodell. [77] 
Abbildung 3-2 verdeutlicht hierzu den konkreten Aufbau der einzelnen 
Bauelemente: 
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Abbildung 3-2:  Explosionszeichnung der verwendeten Bauelemente des Systems „Peri I.2“ [nach 
Veggian] 
 
Wie aus Abbildung 3-2 hervorgeht, besteht der Bioreaktor aus zwei Kammern: 
Eine untere luftführende Kammer aus POM (Polyoxymethylen, hergestellt aus 
Polyacetal; Delrin®, Fa. DuPont etc.) wird von einer nutritiven, mit Medium 
befüllten oberen Kammer aus PMMA (Polymethylmethacrylat, hergestellt aus 
Polymethacrylsäuremethylester; Plexiglas®, Fa. Röhm, Acrylite, Resarit etc.) 
unterschieden. PMMA ist ein durchsichtiger kratzfester und thermostabiler 
Kunststoff und daher ebenfalls zur visuellen Kontrolle (Mediumfarbe, -trübung 
und Strömungsprofil) geeignet. [81] POM demgegenüber ist ein weißfarbener 
Deckel 
untere Kammer 
untere Scheibe 
Silikonmembran 
Perikard 
Fixierungsring 
obere Kammer 
obere Scheibe (mit 
Rundfuge) 
Fixationsscheibe 
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undurchsichtiger thermoplastischer Kunststoff, der sich besonders durch hohe 
Ermüdungs- und Abriebfestigkeit sowie seinen geringen Reibungswiderstand 
auszeichnet. [82]  
Die untere Scheibe (POM) ruht in einer passgenauen Vertiefung der unteren 
Kammer und weist eine ca. 10mm durchmessende Aussparung auf. Auf dieser 
wird eine durchsichtige Silikonmembran (ELASTOSIL® M4641-RTV-2 
Silikonkautschuk, Fa. Wacker Chemie AG; Ø ~ 26 mm) platziert, auf der später 
zentriert das zu kultivierende Perikardmesh zu liegen kommt. Diese 
Silikonmembran besteht aus einem Zweikomponenten-Silikonkautschuk, 
dessen Komponenten A und B in einem bestimmten Mischungsverhältnis (A:B 
= 10:1) bei Raumtemperatur zur Vulkanisation gebracht werden müssen (RTV= 
Raum-Temperatur-Vulkanisation). Bei dieser Additionsvernetzung kommt es zu 
keiner Freisetzung von Spaltprodukten. Sie verläuft schrumpfungsfrei. Die 
vulkanisierte Masse kann nach einer Vakuumentlüftung frei gegossen und so in 
jede beliebige Form gebracht werden, bevor es zur Aushärtung kommt.  Auf 
diese Weise lassen sich Membranen von sehr geringer Dicke realisieren (hier: 
200µm), wie sie im Rahmen dieser Arbeit Verwendung fanden, um zyklische 
Dehnungen auf das Gewebe zu übertragen.  
Über einen an die untere Kammer angeschlossenen Respirator (SERVO 
VENTILATOR 900B; Siemens-Elema, Schweden) wird die Silikonmembran in 
definierter Frequenz kuppelförmig vorgewölbt. Im Mittelpunkt der Membran 
entsteht dabei eine Höhendifferenz von ca. 1mm. Dadurch wird das 
Perikardgewebe zyklischen Dehnungen ausgesetzt. Fixiert wird das Gewebe 
durch einen in verschiedenen Größen erhältlichen Runddichtungsring aus 
EPDM (Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk; Keltan®, Fa. DSM etc.; 12-2mm), der 
in eine Fuge an der oberen Scheibe eingelegt wird. Die obere Scheibe besteht 
gleichfalls aus POM, verfügt über den gleichen Außendurchmesser wie die 
untere Scheibe (40mm) und eine weitere zentrale Aussparung von 8mm 
Durchmesser in ihrem Zentrum. Ein Andrücken des Gewebes auf der 
Silikonmembran erfolgt schließlich über eine Fixationsscheibe (POM), die mit 
Hilfe eines Spezialwerkzeugs (POM) auf die obere Scheibe aufgedreht wird. 
Das dazu benötigte Gewinde wurde hierfür in die obere Kammer eingearbeitet. 
Um zu verhindern, dass das auf der Silikonmembran liegende Perikardgewebe 
während des Aufdrehens mitgerissen wird, erfolgt die endgültige Fixierung mit 
drei in der Fixationsscheibe eingelassenen Schrauben aus POM. Über diese 
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Schrauben wird schließlich eine punktuelle Fixierung und Justierung der oberen 
Scheibe und ihrem Runddichtungsring auf der Silikonmembran ermöglicht. 
Gleichzeitig wird damit auch eine Abdichtung der Membran auf der unteren 
Scheibe erzielt, die so das Eindringen unsteriler Luft aus der unteren Kammer 
unterbindet. 
Die untere Kammer wird gegen den oberen Teil des Bioreaktors durch eine 
weitere Elastomer-Runddichtung (42-2 mm) aus EDPM (ISC O-Ringe 70 Sh. A, 
Fa. Simrit) abgedichtet. Gleiches gilt für die obere Nutritionskammer, deren 
abschließender Deckel aus PMMA ebenfalls durch eine EPDM- Runddichtung 
(45-2mm) ergänzt wird, um den Reaktor gegen seine unsterile Außenwelt zu 
isolieren (Abbildung 3-3). 
 
Abbildung 3-3:  Zusammengesetztes Bioreaktorgehäuse  (nach Veggian) 
 
Vervollständigt wird die Konstruktion durch das Bioreaktorschlauchsystem, das 
sich aus zwei unterschiedlichen Schlaucharten zusammensetzt: Ein Schlauch 
auf Polypropylen-Basis (PharMed®-Ismapren, Fa. Ismatec) dient als 
Pumpenschlauch der Beförderung des Mediums durch das Bioreaktorsystem 
mit Hilfe einer kalibrierten mikroprozessorgesteuerten Rollerpumpe (MCP 
Process IP65, Fa. ISMATEC). Bei der zweiten Schlauchart handelt es sich um 
einen Platin-ausgehärteten Silikonschlauch (Tygon® SI, Fa. Ismatec), der die 
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Oxygenation und CO2-Elimination des Bioreaktorsystems mit seiner Umwelt 
ermöglicht. Geschlossen wird das Schlauchsystem, indem die Schlauchenden 
durch 3-Wege-Konnektoren (Konusenden: ¼“, Polycarbonat, Fa. Medos) 
miteinander verbunden werden, wobei der dritte Anschluss des Konnektors mit 
einem Luer Lock-kompatiblen 3-Wege-Hahn (Discofix®-3, Fa. B.Braun) 
ausgestattet ist. Ein 2-Stopper-Silikonschlauch (Tygon® ST, Fa. Ismatec; Länge 
12cm) dient als dritte Schlauchvariante wiederum der Strömungsoptimierung 
des zuführenden Mediumstroms, indem er den Hauptstrom innerhalb der 
oberen Kammer in eine Spiralbahn zwingt. Unter Einbeziehung des gesamten 
Schlauchsystems fasst der Bioreaktor ein Füllvolumen von ca. 190ml 
(Reaktorkammer: 40ml). Sechs M4-Inbusschrauben fixieren die untere mit der 
oberen, während sechs weitere M4-Gewindeschrauben den Deckel auf der 
oberen Kammer stabilisieren. Die Montage bis zum Verschluss aller in Frage 
kommenden Luftzugänge erfolgt unter sterilen Bedingungen unter der 
Sicherheitswerkbank. Abbildung 3-4 verdeutlicht nochmals schematisch 
zusammenfassend den grundsätzlichen Aufbau des Systems:  
 
 
Abbildung 3-4: Schematische Darstellung des Bioreaktorsystems „Peri I.2“ (modifiziert n. Veggian) 
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3.4.2.1 Vorbereitung, Aufbau und Inbetriebnahme des 
Bioreaktorsystems „Peri I.2“ 
 
Die Sterilisation aller Bioreaktorelemente sowie erforderlichen Zubehörteile 
(Schläuche, Konnektoren, Werkzeuge etc.) erfolgte 10 Tage vor ihrer 
eigentlichen Nutzung in der zentralen Plasmasterilisationsanlage des 
Universitätsklinikums Aachen. In doppelt eingeschweißten Blister-Packungen 
verblieb das Sterilisationsgut für mindestens 7 Tage bei Raumtemperatur, bevor 
es mit biologischem Material in Kontakt kam.  
Die Vorbereitungen für das im Experiment benötigte Fibringel sowie die 
Präparation der entnommenen porcinen Perikardbiopsien erfolgen wie in den 
vorherigen Abschnitten dieses Kapitels bereits beschrieben. Ein ca. 27 mm 
durchmessendes Perikardstück wird anschließend mit Hilfe eines Skalpells 
(Nr.23, FEATHER® Safety Razor Co., Ltd.) oder einer Gewebeschere 
ausgeschnitten und anschließend mittig mit einem 4mm langen Schnitt 
gemesht. Die restliche Biopsie dient als anschließende Nativprobe und 
Positivkontrolle für das erhaltene vitale Wachstumsverhalten des Gewebes. Die 
verwendeten porcinen Perikardzellen befanden sich bei ihrer Nutzung in 
Passage 4 und entstammten in allen Versuchen dem zuvor angelegten 
kryokonservierten Zellpool (s. auch Kapitel 3.1.3 und 3.3).  
Zuerst wird die untere luftführende Kammer mit der unteren Scheibe und der 
Silikonmembran verschlossen. Das gemeshte Perikardstück wird auf die 
Silikonmembran überführt und die Schnittlücke mittig über der Aussparung der 
unteren Scheibe zentriert. Danach erfolgt die Platzierung der oberen Kammer 
auf die untere. Sobald die obere Scheibe mit ihrem passenden Runddichtring 
behutsam angedrückt wurde, kann die Fixationsscheibe vorsichtig mit Hilfe des 
Spezialwerkzeugs aufgeschraubt und die Position der aufeinander gelagerten 
Komponenten durch ihre Korrekturschrauben fixiert werden. Nach einer 
erneuten Kontrolle der noch immer korrekten Lage des Perikardmeshs 
innerhalb der Scheibenaussparungen wird das Innenschlauchstück zur 
Strömungsumlenkung in die obere Kammer eingeführt und ein Ende in den 
Medium zuführenden Konnektor geschoben. Die vorbereiteten sterilen 
Fibringelbestandteile werden nun in die Lücke des sichtbaren Gewebestückes 
pipettiert (vgl. Kapitel 3.2). Hierzu werden alle Komponenten (bis auf 
Fibrinogen) in einem sterilen Eppendorf®-Reaktionsgefäß (Fa. Eppendorf) in 
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definierter Menge gründlich miteinander vermischt. Nachdem Fibrinogen als 
letzte Ingrediens hinzugefügt wurde, muss unverzüglich das Pipettieren in den 
Spalt erfolgen. Der Deckel des Bioreaktors verschließt sodann die obere 
Kammer. Während das Fibringel auspolymerisiert, wird das Schlauchsystem 
des Reaktors vorbereitet. Pumpenschlauch sowie zwei Silikon-Platin- 
Schläuche mit einheitlichem Innendurchmesser (6,4mm) und von einheitlicher 
Länge (Pumpenschlauch: 92cm; Silikonplatinschlauch 85cm [2x]) werden mit 
jeweils einem Ende mit 3-Wege-Konnektoren verbunden, wobei das jeweils 
andere Ende der Silikonplatinschläuche dem Anschluss an die Medium- ein- 
bzw. ausführenden Bioreaktorkonnektoren vorbehalten bleibt. Über die an die 
Konnektoren befestigten 3-Wege-Hähne kann ein Mediumwechsel leicht 
durchgeführt werden, wobei deren Anschlüsse nach Gebrauch erneut gegen 
die unsterile Außenwelt durch Luer-Lock- Verschlusskoni (Combi Stopper®, Fa. 
B.Braun) abgedichtet werden müssen. Die Entlüftung des Systems erfolgt über 
einen an einem dritten 3-Wege-Hahn angeschlossenen Sterilfilter (Millex® FG 
0,2µm, Fa. Millipore) in der Deckelmitte des Reaktors. Nach Ablauf der 
Polymerisationszeit werden die noch freien Schlauchenden mit dem 
Bioreaktorkonnektoren verbunden und das gesamte System in den Inkubator 
überführt, der Pumpenschlauch an die kalibrierte Rollerpumpe angeschlossen 
und die luftführende Kammer an das Beatmungsgerät angeschlossen.  
3.4.2.2 Kultivierungsparameter zur Verwendung des 
Bioreaktorsystems „Peri I.2“ 
 
Zur Erhaltung gleichbleibender, optimaler Umgebungsbedingungen erfolgt die 
Kultivierung in einem CO2-Inkubator (37°C, 5% CO2, 95% Luftfeuchtigkeit). Der 
notwendige Gasaustausch zwischen dem Bioreaktorsystem und seiner Umwelt 
findet über das Schlauchsystem statt. Die Silikonmembran wird bei Bedarf mit 
einer definierten Frequenz (z.B. f=5/min) ausgelenkt. Ein Mediumwechsel wird 
im Abstand von drei Tagen durchgeführt wird (Kapitel 3.4.4).   
Es wurden folgende experimentelle Basisparameter für die 
Versuchsdurchführungen (n=6) definiert (Tabelle 3-2): 
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Kulturparameter 
Zyklische 
Dehnung 
[(+),(-)] 
Frequenz 
[f/min] 
Zellaussaat 
[(+),(–)] 
Kultivierungszeit 
[d] 
Flussrate 
[ml/min] 
(+) 5 (+) 10  
 
100 
 
(+) 10 (+) 10 
(+) 10 (+) 12 
(–) 0 (+) 12 
Tabelle 3-2: Übersicht der angewandten  Kulturparameter zur Kultivierung im Bioreaktorsystem 
„Peri I.2“. 
 
3.4.3 Modifizierte laminare Strömungskammer 
 
Eine weitere Möglichkeit zur dynamischen Kultivierung perikardialer 
Meshkonstrukte gründet sich auf dem Prinzip der (statisch-) laminaren 
Strömung. Diese Technik fand schon unter anderen Gesichtspunkten in 
früheren Bioreaktorkonstrukten Anwendung, beispielsweise bei Jockenhövel et 
al (2002). [51] Flanagan et Jockenhövel modifizierten das System 
beispielsweise zur Kultivierung kollagener Scaffoldkonstrukte, wobei das 
Augenmerk auf eine Charakterisierung der fluiden Scherstressauswirkungen 
gelenkt wurde. [52] Die in dieser Arbeit verwendete Strömungskammer basiert 
in modifizierter Form auf jenem erprobten Design. 
3.4.3.1 Strömungskammerdesign 
 
Der Bioreaktor besteht aus einer rechteckigen Strömungskammer (POM), die 
sich grundsätzlich aus zwei Kanälen zusammensetzt: Der 
Hauptströmungskanal bietet die Möglichkeit zur Applikation von Scherstress auf 
die Oberfläche der Perikardmeshkonstrukte, während ein Nutritionskanal 
(ursprünglich) zur Versorgung der Unterseite der zu kultivierenden Proben 
angelegt ist. Getrennt werden diese beiden Kanäle voneinander durch einen 
rechteckigen Adapterrahmen (PMMA), der für die Aufnahme von sechs 
Konstruktunterstützungsrahmen entwickelt wurde. Der Adapterrahmen ruht 
hierbei auf zwei stufenförmigen Vorsprüngen, die einen Teil des Reaktorbodens 
bilden und sich über die gesamte Länge der Reaktorkammer ziehen. Diese 
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bilden gleichzeitig die Begrenzung des schmalen Nutritionskanals Die 
endgültige Fixation des Adapterrahmens erfolgt durch sechs Schrauben aus 
POM (M4), deren Gewinde in passende Vertiefungen innerhalb der 
Nutritionskanalbegrenzungen gedreht werden (vgl. auch Abbildung 3-5). 
  
 
Abbildung 3-5:   Übersicht der primären Komponenten der laminaren Strömungskammer  
 
Der Konstrukt-Unterstützungsrahmen wiederum besteht aus einem radialen 
Unterstützungsring, dessen innerer Rand auf der Vorderseite eine radiale Fase 
aufweist. Sie stellt eine für diese Studie vorgenommene Modifikation dar, 
welche zur Strömungsharmonisierung über dem Gewebe beitragen soll. Ein 
stabilisierender Dichtungsring dient als herausnehmbare Basis für eine 
gaspermeable Silikon-Membran (ELASTOSIL®; Ø ~ 26mm, Dicke: 200µm), auf 
der das vorbereitete Perikardmesh unter Beachtung einer zentrierten 
Schnittlücke platziert werden kann (Abbildung 3-6). Dieses wird anschließend in 
den Unterstützungsrahmen eingesetzt und der zusammengesetzte 
Konstruktionsrahmen in die entsprechende Adapteröffnung eingespannt. Durch 
seine identischen Außendimensionen wird der Konstruktionsrahmen innerhalb 
der passgenauen Öffnung des Adapterrahmens unter Spannung gesetzt, das 
Kammerdeckel (PMMA) 
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Konstrukt stabilisiert und das System schließlich fixiert. Das ursprüngliche 
Design diente demgegenüber zur nutritiven Versorgung kollagener 
Gelkonstrukte mittels nutritiver Mediumdiffusion über beide Kanäle. Da die in 
der vorliegenden Arbeit verwendete Silikonmembran allenfalls gaspermeabel 
ist, erhält der nutritive Mediumstrom des unteren Kanals daher nur noch eine 
sekundär- unterstützende Funktion. 
 
 
Abbildung 3-6: Radialer Konstrukt-Unterstützungsrahmen (rückwärtige Ansicht) 
 
Ein transparenter Deckel aus PMMA ermöglicht die optische Kontrolle der 
Proben und verschließt das Reaktorgehäuse, unterstützt von einem 
Silikondichtkantenring. Acht M5-Drehschrauben (Rändelschraube, Edelstahl, 
DIN 464, Gewindedurchmesser 5mm, Fa. Mercateo etc.) dichten den Bioreaktor 
gegen seine unsterile Umgebung ab.  
Zusätzlich zu den Konnektoren des Hauptströmungskanals verfügt die laminare 
Strömungskammer über eine weitere Modifikation: Zwei Luer-Lock-Konnektoren 
(Polypropylen; weiblich, Gewinde: UNF 10-32; Fa. Novodirect), deren Gewinde 
durch Teflon®-Band (Fa. 3p etc.) abgedichtet werden, sind durch eine 
Radialer 
Unterstützungsring 
(POM) 
stabilisierender  
Dichtungsring 
(POM) 
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entsprechende Bohrung unterhalb der großen Konnektorzugänge mit dem 
Nutritionskanal verbunden. Sie sind mit jeweils einer Original-Heidelberger-
Verlängerung (Fa. B.Braun) an das Schlauchsystem des Bioreaktors gekoppelt 
und zu ihm parallel geschaltet. Die Kopplung erfolgt über 3-Wege-Hähne an 3-
Wege-Konnektoren, die nach dem gleichen Prinzip Pumpen- und Silikon-
Platinschläuche miteinander verbinden, wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben. 
Abbildung 3-7 skizziert hierzu den schematischen Konstruktionsaufbau:   
 
 
Abbildung 3-7:  Schematische Darstellung des laminaren Strömungskammersystems: 
(A) Aufbau des Bioreaktor-/ Schlauchverbindungssystems 
(B) Querschnittsvergrößerung des radialen Konstruktrahmens (inkl. 
Perikardmesh) 
 
Im Gegensatz zum Bioreaktorsystem „Peri I.2“ greift die laminare 
Strömungskammer jedoch auf ein Reservoir zurück, um eine adäquate 
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Versorgungssituation von nunmehr sechs parallel kultivierbaren Proben 
sicherzustellen (Abbildung 3-8). Das Reservoir besteht aus einer 
Frischmedium-Flasche (Glas, Duran®, Fa Schott), die über zwei 2-Wege-
Konnektoren (Polyethylen, Nalgene®, ¼“; Fa. Nalge Nunc International) mit dem 
Schlauchsystem verbunden ist. An die Reservoirflasche wird zudem ein 3-
Wege-Hahn mit Sterilfilter (Millex® FG 0,2µm, Fa. Millipore) angeschlossen, 
worüber die Entlüftung des Systems erfolgen kann. 
 
 
Abbildung 3-8: Photographische Übersicht des aufgebauten laminaren Strömungskammersystems 
(inkl. Ausschnittsvergrößerung zur Darstellung der Konnektorverbindungen)  
 
3.4.3.2 Vorbereitung, Aufbau und Inbetriebnahme der 
laminaren Strömungskammer 
 
Der gesamte Aufbau des Bioreaktors erfolgt bis zur Komplettierung eines 
geschlossenen Mediumkreislaufs in der Sicherheitswerkbank auf sterilen 
Polystyrolunterlagen unter Verwendung steriler Handschuhe.   
Sechs gemeshte Perikardbiopsien (Ø~30mm) werden jeweils auf  
Silikonmembranen positioniert, die nachfolgend auf den stabilisierenden 
Dichtungsringen der radialen Konstrukt-Unterstützungsrahmen positioniert 
werden. Dabei ist auf die zentrierte Lage des Meshspalts zu achten. 
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Anschließend erfolgt das Einspannen im radialen Unterstützungsring, wobei 
keine Faltenbildung im Gewebe oder der Silikonmembran erzeugt werden darf. 
Mit dem Einspannen in den Adapterrahmen wird der zusammengesetzte 
Konstruktrahmen unter Spannung gesetzt und das Perikardmesh sicher im 
System festgehalten. Danach wird der Adapterrahmen mit den sechs M4-
Schrauben in der Reaktorkammer fixiert. Bevor die Strömungskammer durch 
den Reaktordeckel verschlossen werden kann, wird das Fibringelscaffold 
analog zu dem im Kapitel 3.2 erläuterten Verfahren in die Schnittlücken des 
präparierten Perikardgewebes appliziert. Sobald der Polymerisationsprozess 
eingesetzt hat, wird die Kammer durch ihren transparenten Deckel 
verschlossen.   
Nun erfolgen der Zusammenbau des Mediumreservoirsystems sowie das 
Zusammenfügen der Schlauchverbindungen über 3-Wege-Konnektoren bzw. 3-
Wege-Hähnen. Sobald das Schlauchverbindungsystem aus Pumpen-/ 
Silikonschläuchen sowie Heidelberger-Verlängerungen zusammengesetzt und 
mit den freien Reaktorkonnektoren verbunden wurde, erfolgt der Anschluss der 
freien Schlauchenden mit dem Deckel des Reservoirsystems. Die 
flascheninternen Konnektorseiten werden noch durch zwei weitere 
Silikonschläuche ergänzt und das Reservoir schließlich kurz vor 
Inbetriebnahme des Systems mit vorgewärmtem Bioreaktormedium befüllt. 
Hiernach kann der Reservoirdeckel mit der Flasche verschraubt, werden, 
wodurch schließlich die inneren Silikonschläuche in das Medium eintauchen.  
Auch die Entlüftung dieses Systems findet über den am 3-Wege-Hahn 
installierten Sterilfilter auf der Reservoirdeckeloberseite statt (Abbildung 3-7).   
3.4.3.3 Kultivierungsparameter zur Verwendung der 
laminaren Strömungskammer 
 
Zur Erhaltung gleich bleibender, optimaler Umgebungsbedingungen erfolgt die 
Kultivierung in einem CO2-Inkubator (37°C, 5% CO2, 95% Luftfeuchtigkeit). Der 
notwendige Gasaustausch zwischen dem Bioreaktorsystem und seiner Umwelt 
findet über das Schlauchsystem statt. Die Zellen im Fibringel des porcinen 
Perikardmeshs werden gleichfalls der porcinen Mischzellpopulation entnommen 
(Passage 4, 1,6 * 106 Zellen in 160µl Gel). Medienwechsel werden während des 
Kultivierungszyklusses im Abstand von jeweils drei Tagen durchgeführt (s. auch 
Kapitel 3.4.4). 
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Zwei experimentelle Versuchsdurchläufe wurden unternommen, wobei jeweils 6 
Proben parallel kultiviert wurden (n=12), um folgende Fragestellungen zu 
evaluieren: 
 
1. Vergleich der perikardialen Neogewebsbildung unter laminarer 
Scherstresskonditionierung mit solchen Proben unter Einfluss zyklischer 
Dehnung („Peri I.2“), 
2. Grundsätzliche Beurteilung des Migrations- und Proliferationsverhaltens 
perikardialer Zellen in Scaffold-Strukturen aus nativem Gewebe und 
folglich 
3. Prüfung der generellen Notwendigkeit einer Zellaussaat in 
Fibringelmatrices bei Vorhandensein nativer perikardialer Zellen in der 
originären Gewebsstruktur.   
 
Der erste Kultivierungszyklus (Versuch A) enthält aus diesem Grunde zum 
direkten Vergleich sowohl Perikardmeshkonstrukte mit applizierten Zellen in 
ihrer Fibringelmatrix als auch solche mit zellfreiem Fibringel. Ziel dieser 
Versuchsanordnung ist die Überprüfung des stimulierenden Migrations- und 
Proliferationsreizes von Fibringelscaffolds auf perikardiale Zellen. Die 
Kulturparameter (wie Kultivierungszeit, Fibringel- sowie Zellkonzentrationen 
etc.) wurden für eine bessere Vergleichbarkeit entsprechend den Bedingungen 
der „Peri I.2“-Kultivierung größtenteils übernommen.  
Versuch B wiederum evaluiert den möglichen Zeitpunkt aktiver Migration und 
Proliferation nativer Perikardzellen in die Scaffoldmatrix mit der Aussicht auf 
Bestimmung einer minimal erforderlichen Kultivierungszeit zur Produktion einer 
adäquaten Neosyntheseleistung im Sinne einer in vitro-Expansion perikardialen 
Gewebes. Für diesen Versuch wurde somit auf die Zellbesiedlung der 
Fibringele bei allen sechs Proben verzichtet, von denen jeweils zwei Exemplare 
nach 4, 8 bzw. 20 Tagen zur weiteren Auswertung aus dem 
Kultivierungssystem entfernt wurden.    
Tabelle 3-3 liefert hierzu eine Übersicht der angelegten Kulturparameter: 
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Kulturparameter 
Physikalischer 
Stimulus 
Versuchsdurchlauf Zellaussaat 
[+/–] 
Kultivierungszeit 
[d] 
Flussrate 
[ml/min] 
Laminarer 
Scherstress 
Versuch A 
+ (n = 3) 
12 100 
– (n = 3) 
Versuch B – (n = 6) 4, 8, 20 100 
Tabelle 3-3: Übersicht der durchgeführten Versuche zur laminaren Strömungskammer und ihrer 
definierten Kulturparameter  
 
3.4.4 Mediumwechsel der Bioreaktorsysteme 
 
Der Mediumwechsel erfolgt im Abstand von 3 Tagen. Der Mediumablauf 
geschieht über eine Heidelberger-Verlängerung (Fa. Braun), die an denjenigen 
3-Wege-Hahn des 3-Wege-Konnektors angeschlossen wird, der sich vor dem 
eigentlichen Bioreaktorgehäuse befindet. Mit einer gepolsterten Klemme wird 
der Zufluss in den dem Reaktor vorgeschalteten Silikonschlauch unterbrochen. 
Das verbrauchte Medium wird so mit Hilfe der Rollerpumpe abgepumpt. Der 
Mediumzulauf erfolgt wiederum entsprechend der ersten Reaktorbefüllung 
durch ein Infusionssystem über den dem Reaktorgehäuse nachgeschaltetem 
zweiten 3-Wege-Konnektor bzw. 3-Wege-Hahn. Auch hier wird der dem 
Bioreaktor direkt nachgeschaltete Silikonschlauch für die Zeit der Befüllung 
abgeklemmt, um einen unidirektionalen Zulauf zu ermöglichen. Das 
Infusionssystem ist an seinem anderen Ende mit einer Infusionsflasche 
verbunden, die bereits vorgewärmtes Bioreaktormedium enthält. Auch hier 
befördert die Rollerpumpe das frische Medium in das System.  
3.5 Methodik zur Analyse nativen und tissue-engineerten 
Perikardgewebes 
 
Zur Auswertung der in dieser Arbeit gewonnenen und kultivierten Proben 
wurden folgende Parameter eingeschlossen: eine koventionelle histologische 
Übersicht in Form von HE- und Trichrom-Färbungen sowie eine 
immunhistochemische Differenzierung nach Zellkernen und ausgewählten 
Komponenten der extrazellulären Matrix: Kollagen I, Kollagen III, Elastin. 
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3.5.1 Gewebefixation und -bearbeitung 
 
Gemeshtes Perikardgewebe aus dem Bioreaktorsystem „Peri I.2“ wird nach 
Ablassen des zirkulierten Mediums und Demontage des Bioreaktorsystems 
vorsichtig aus seiner O-Ring-Verankerung befreit. Dabei ist auf eine sorgsame 
Handhabung des Gewebekonstruktes zu achten, um etwaige artifizielle 
Schäden am Neokonstrukt  (z.B. durch Zug- oder Scherkräfte bei dessen 
Bearbeitung) weitestgehend zu vermeiden. Die auf der Silikonmembran 
ruhende Biopsie wird sodann auf eine spezielle Filzunterlage deponiert, die das 
Gewebe in einer Einbettkassette stabilisiert. Diese Einbettkassette wird u.a. als 
Schutz benötigt, um das Gewebe erst zu fixieren und im Anschluss daran in 
einer Dehydrierungsreihe für die endgültige Einbettung in Paraffin zu 
präparieren.  
Gleiches gilt für die entsprechenden Biopsien des Bioreaktors aus der 
Strömungskammerversuchsreihe. Hier wird allerdings zuerst das mit der 
Silikonmembran im Fixationsring verankerte Gewebe mit Hilfe eines Skalpells 
(Nr. 23, Fa. Feather) sowie einer Präparationsschere (Fa. RSG) vorsichtig aus 
dem System gelöst. Danach folgt dieselbe Vorgehensweise wie im zuvor 
beschriebenen Fall. Ein sauberes aber zügiges Arbeiten ist allerdings vonnöten, 
um in dem vitalen Gewebe außerhalb des für ihn bestimmten Milieus so wenig 
Stress wie möglich zu erzeugen. 
Nach dem sicheren Verschließen der beschrifteten Einbettkassette beginnt der 
erste Schritt der Nachbearbeitung: die Fixation. Diese findet in sog. CARNOY-
Lösung statt (Rezeptur: s. Anhang). Aufgrund der geringen Gewebsdicke (ca. 1-
2 mm) wurde eine Fixierzeit von 1 Stunde festgelegt. Im Anschluss an die 
Fixation wird das in der Einbettkassette befindliche Präparat in 
hundertprozentigem absolutem Ethanol ein bis max. zweimal für 15 min 
gewaschen, bis jeglicher Eisessiggeruch verschwunden ist. Darauf folgt die 
eigentliche Dehydrierung des Gewebes in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Sie 
ist notwendig, um das im Gewebe vorhandene Wasser zu entfernen, da es sich 
nicht mit hydrophobem Paraffin mischen ließe. Dabei kommt 2-Propanol in 
verschiedenen Konzentrationsstufen zum Einsatz: Man beginnt mit einer 2-
Propanol-Lösung von 60% (mind. 200ml/Lösung). Diesem wird das Präparat - 
wie auch bei den kommenden Konzentrationsstufen - bei Raumtemperatur 
rührend für eine Stunde ausgesetzt. Nach Ablauf der Einwirkzeit überführt man 
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die Proben entsprechend in folgende Alkohol-Lösungen: 80% 2-Propanol, 90% 
2-Propanol sowie je zweimal in 100% 2-Propanol, 100% Xylol. Nach 
Durchlaufen der Dehydrierungsreihe schließt sich die Überführung in Paraffin 
an. Zuvor sollte jedoch jeglicher Alkoholrest aus dem Gewebe entfernt sein, 
sodass er als Ursache für weitere Gewebsschrumpfung, -Sprödheit oder 
schlechter Schneidbarkeit am Schlittenmikrotom entfällt. Daher verläuft die 
Inkubation der Proben in reinem Paraffin in zwei separaten Gefäßen: im ersten 
Schritt für eine Stunde zur Auswaschung verbliebener Alkoholreste; 
anschließend in einem weiteren Gefäß mit 12 Stunden Einwirkzeit.  Das für den 
Laborbedarf geeignete Paraffin muss dabei zum Überwinden seines 
Schmelzpunktes auf etwa 56°- 60°C vortemperiert sein, damit es das Gewebe 
optimal einschließen kann. Die Temperatur sollte allerdings 60°C nicht 
überschreiten, um Schäden z.B. an thermolabilen Epitopen zu vermeiden.  
Alsdann kann das Gewebe am Ausblockautomaten (Fa. Leica, „EG1150“) in 
einem Paraffinblock eingebettet werden. Dafür verwendet man vorgefertigte 
rechteckig-wannenförmige Gussformen, auf dessen Boden das Gewebe in eine 
schnittgünstige Position gebracht wird. Eventuelle Nachbearbeitungen der 
Probe (z.B. endgültiges Zuschneiden etc.) sollten nun abgeschlossen sein. Die 
Gussform wird schließlich mit flüssigem Paraffin aufgefüllt und der verbliebene 
Boden der Einbettkassette auf die Form gedrückt. Dabei muss das durchlässige 
Gitter der Kassette unterhalb des flüssigen Paraffinspiegels liegen, um eine 
ausreichende Verbindung mit dem aushärtenden Paraffinblock sicherzustellen. 
Die sachgemäße Aushärtung geschieht auf einer Kühlplatte, die eine konstante 
Temperatur von - 5°C gewährleistet.  
Nach dem Erkalten des Paraffin- Blocks werden an einem Schlittenmikrotom 
(Fa. Leica) 4 µm dünne, serielle Feingewebsschnitte hergestellt, die mit ihrer 
glänzenden Messerseite zuerst auf der Oberfläche eines 37°C warmen 
Wasserbades gestreckt und anschließend mit der gleichen Seite auf einen 
Objektträger (SuperFrost, Fa. Menzel) aufgezogen werden. Die Trocknung der 
Mirkotomschnitte erfolgt im Trockenschrank bei 56°C für mind. 2 bis max. 10 
Stunden (über Nacht).     
Danach sind die Schnitte bis zu ihrer endgültigen Weiterverarbeitung (trocken 
und vor Sonneneinstrahlung geschützt in dafür vorgesehenen 
Aufbewahrungskästen) über eine lange Zeit haltbar. Diese histologische 
Weiterverarbeitung beginnt stets mit der Entparaffinierung der 
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Feingewebsschnitte. Hierfür werden die Objektträger in einem Trockenschrank 
für ca. 30 min bei einer Temperatur von 56°C aufgewärmt, um das Paraffin zu 
schmelzen. Sofort nach der Wärmebehandlung müssen die Objektträger in 
frisches Xylol überführt werden, ohne dass das Paraffin erkaltet. Das Xylol 
markiert den Anfang einer absteigenden Alkoholreihe zur eigentlichen 
Entparaffinierung: Die Objektträger werden für jeweils 5 min Inkubationszeit pro 
Gefäß bei Raumtemperatur in folgende Lösungen gebracht: Dreimal in 100% 
Xylol, zweimal in 100% Ethanol, einmal in 96% Ethanol, einmal in 80% Ethanol 
sowie einmal in 70% Ethanol. Anschließend äquilibriert man die 
entparaffinierten Schnitte (ebenfalls für jeweils 5 min bei Raumtemperatur) in 
Reinstwasser und PBS-Lösung. Der letzte Schritt der PBS-Überführung wird 
jedoch nur bei einer immunhistochemischen Verwendung benötigt (Kapitel 
3.5.3).      
3.5.2 Histologische Färbungen 
 
Ziel histologischer Färbungen ist es, spezifische Strukturen eines Gewebes mit 
Hilfe verschiedener Farbstoffe voneinander unterscheidbar hervorzuheben. 
Diese Farbstoffe können dann anhand bestimmter Spektralfarben ( = 400-
800nm) detektiert werden. Die Analyse der examinierten Proben dieser Studie 
erfolgte hierfür an einem Hellfeld-Lichtmikroskop bei einer 
Leuchtquellentemperatur von 3200K (AxioCam MRc, AxioImager D1, Fa. Carl 
Zeiss GmbH).    
3.5.2.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
 
Bei dieser histologischen Einzelfärbung handelt es sich um eine weit verbreitete 
Routine-Färbemethode, die eine schnelle morphologische Untersuchung des 
gewonnenen Gewebes ermöglicht.  
Sie setzt sich zusammen aus dem natürlichen Farbstoff Hämatoxylin und dem 
synthetischen Farbstoff Eosin. Für diese Arbeit wurde eine gebrauchsfertige 
Lösung nach Mayer verwandt (MAYERs Hämalaun, Fa Merck). Sie färbt als 
basischer, also kationischer, Farbstoff anionische Komponenten an (z.B. DNA 
in Zellkernen, RNA, sulfatierte Glykosaminoglykane) und wird daher auch als 
basophil charakterisiert. Die Färbelösung enthält das Hämalaun dabei in einem 
sauren Milieu (pH 3-4), das die angefärbten Strukturen zuerst rötlich- braun 
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erscheinen ließe. Erst der sich anschließende Waschungsschritt (s. u.) unter 
fließendem Leitungswasser führt zur Anhebung des pH- Werts (pH 6,8–7,0) und 
damit typischen blau-violetten Färbung. Der Vorgang wird auch als „Bläuen“ 
bezeichnet. Als Kontrast für diese Kernfärbung wird hiernach Eosin (Eosin Y-
Fertiglösung, Fa. Sigma) als saurer, also anionischer, Farbstoff verwendet, der 
kationische Komponenten wie z.B. diverse zytoplasmatische Proteine oder 
manche Speicher- und Sekretgranula rötlich anfärbt. Es handelt sich um einen 
synthetisch gewonnenen Triphenylmethanfarbstoff (Xanthen-Farbstoff) und 
offeriert als eosinophile Zytoplasmafärbung einen Kontrast zum zuvor 
angewandten Hämalaun.  
Die HE- Färbung wurde gemäß folgendem Protokoll durchgeführt: 
1. Überschichtung des Feingewebsschnittes mit MAYERs Hämalaun 
(1min), 
2. Abspülen und Neutralisieren des Farbstoffes unter fließendem 
Leitungswasser [„Bläuen“; s. oben]; zuerst einzeln, danach in einer 
Glasküvette (ca. 10min), 
3. Färbung mit Eosin Y, dessen Fertiglösung zuvor mit Eisessig angesäuert 
wurde [Lösungsverhältnis: 5µl Essigsäure auf 1000µl Eosin Y], (1min) 
4. Erneutes Entfärben unter fließendem Leitungswasser (einzeln und in 
einer Glasküvette) (10min), 
5. Einschluss als Dauerpräparat: kurzes Schwenken des Präparates 
nacheinander in 96% Ethanol, 100% Ethanol sowie 100% Xylol. Im 
Anschluss daran Xylol kurz abdampfen lassen, nachfolgend mit 
Einschlussmittel (Euparal®, Fa. Roth) eindecken und luftblasenfrei mit 
einem Deckglas eindecken.          
3.5.2.2 Trichrom-Färbung (nach GOMORI) 
 
Trichromfärbungen eignen ich zur Darstellung kollagenen Bindegwebes und 
ermöglichen so seine Abgrenzung von im Präparat nachweisbaren Zellen. 
Dabei wird als erstes eine Kernfärbung mit dem aus zwei Lösungskomponenten 
bestehenden Weigerts Eisenhämatoxylin (A+B) durchgeführt, wodurch die 
Zellkerne eine blau-schwarze Färbung annehmen. Anschließend erfolgt die 
Anfärbung des Bindegewebes mit Hilfe des sauren Triphenylmethanfarbstoffes 
Anilinblau sowie durch Chromotrop 2R, die in den Trichromfärbelösungen 
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enthalten sind. Dadurch stellt sich kollagenes Bindegwebe leuchtend blau dar, 
während das Zytoplasma vorhandener Zellen rot erscheint.   
Folgendes Färbeprotokoll wurde verwendet: 
1. Entparaffinierung der Präparate (s. Kapitel 3.5.1), 
2. Behandlung der Präparate mit Bouin’scher Lösung (entweder über Nacht 
oder für 60 Minuten bei 56°C), 
3. Bouin’sche Lösung abkühlen lassen, wenn bei 56°C gearbeitet wurde 
4. Gefärbte Schnitte unter fließendem Leitungswasser solange gründlich 
auswaschen lassen, bis jeglicher gelber Farbrest verschwunden ist 
(Glasküvette). 
5. Kernfärbung durch Überschichtung der Schnitte mit Weigerts 
Eisenhämatoxylin (Mischungsverhältnis pro ml Lösung: je 250µl der 
Komponenten A und B sowie 500µl unvergällter Reinstethanol) über 
2min, 
6. Bläuen der Objektträger unter fließendem Leitungswasser (erst einzeln, 
dann in einer Glasküvette) für ca. 10min, 
7. Überschichtung der Präparate mit Trichrom-Lösung (Anilinblau), 
Inkubationszeit: 15min, 
8. Auswaschen der Schnitte in 0,5%-iger Essigsäurelösung (2min) 
9. Optional bei zu starker Anfärbung der Präparate: Entfärbung mittels 
Differenzierungsflüssigkeit (pro 100ml Reinstwasser: 0,7mg Wolframat-
phosphorsäure sowie 1ml Eisessig) 
10. Einschluss als Dauerpräparat (s. Kapitel 3.5.2.1)  
3.5.3 Immunhistochemische Färbungen 
 
Immunhistochemische Färbungen dienen dem spezifischen Nachweis 
bestimmter intra- oder interzellulärer Komponenten, die mit Hilfe einer Antigen-
Antikörper-vermittelten Reaktion detektiert werden können. Hierzu binden 
spezifische Antikörper (Primärantikörper) an die untersuchte 
Gewebeeigenschaft, indem ihr Paratop (als sterisch komplementär zum Epitop 
geformter Antikörperteil) an den spezifischen antigenen Ort (Epitop) auf der 
examinierten Molekülfläche gebunden wird. Der Antikörper ist wiederum mit 
einem Detektionssystem gekoppelt, dass das Vorhandensein dieser starken 
und spezifischen Bindung im Präparat sichtbar macht. Dabei ist das Ziel, ein 
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Signal am Ort des Epitops – und zwar nur dort – in ausreichender Stärke zu 
erkennen. Die verwendeten Antikörper sollten sich daher durch hohe Affinität 
und Spezifität auszeichnen. In der vorliegenden Studie wurde auf ein indirektes 
Detektionsverfahren zurückgegriffen, bei dem nach der spezifischen Bindung 
des Primärantikörpers ein zweiter Sekundärantikörper aufgetragen wird, der 
sich gegen den ersten Antikörper richtet. Der Sekundärantikörper wiederum ist 
typischerweise mit einem Fluorchrom gekoppelt, der dann im Falle einer 
positiven Bindung im Präparat detektiert und sichtbar gemacht werden kann. 
Auf diese Weise können wichtige Rückschlüsse auf stattgefundene 
Stoffwechselprozesse und Syntheseleistungen von Zellen gezogen werden. Zur 
Analytik der tissue-engineerten Perikardmeshkonstrukte wurden folgende drei 
Komponenten der extrazellulären Matrix von perikardialem Gewebe 
immunhistochemisch untersucht: Elastin, Kollagen Typ I und Kollagen Typ III. 
Darüber hinaus wurde die Zellkerne mit Hilfe eines spezifischen DNA-
markierenden Fluoreszenzfarbstoffes (4′,6-Diamidino-2-phenylindol = DAPI) im 
Fluoreszenzbild sichtbar gemacht.  
3.5.3.1 Immunfluoreszenz- und Zellkernkontrastfärbung  
 
Nach Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebsschnitte in Reinstwasser  
und PBS (Kapitel 3.5.1) erfolgt die immunhistochemische sowie Kern-
Anfärbung nach folgendem Protokoll in einer lichtundurchlässigen Kammer: 
 
1. Umrandung der Schnitte auf dem Objektträger mittels DAKO®-Stift, 
2. Block mit Normalserum entsprechend der Spezies des 
Sekundärantikörpers zur Vermeidung unspezifischer Bindungen des 
Antikörpers sowie Hintergrundfärbungen: Verdünnung des 
Normalserums (Spezies: Ziege, Fa. Dako) in Stock-Lösung (Verhältnis 
Serum:Lösung = 1:20; s. Anhang); Inkubationszeit: mind. 60min bei 
Raumtemperatur (RT), optional bei 4°C über Nacht, 
3. Inkubation des in Blockserum-Lösung verdünnten Primärantikörpers:  
(a) Elastin: (Verhältnis Antikörper:Lösung = 1:15, TP592 Fa. Res Dia) 
(b) Kollagen I (Verhältnis 1:200, R1038, Fa. Acris) 
(c) Kollagen III (Verhältnis 1:200; R1040, Fa Acris) 
Inkubationszeit: 60min bei 37°C, 
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4. Waschen der Objektträger in PBS (3x über jeweils 5min bei RT), 
5. Inkubation des in Blockserum-Lösung verdünnten Sekundärantikörpers 
(Verhältnis 1:400; Streptavidin Alexa Fluor 488; goat anti rabbit, A11008; 
Fa. Molecular Probes): 60min Inkubationszeit bei RT, 
6. Waschen der Objektträger in PBS (3x über jeweils 5 Minuten bei RT), 
7. Kernfärbung mit DAPI (Verdünnung in PBS: Verhältnis DAPI:PBS = 
7,5µl:5ml): 5min Inkubationszeit bei RT, 
8. Eindecken der Präparate mit einem Tropfen Fluoreszenz-
Eindeckmedium und Deckglas;  
9. Wenn möglich sofortige Mikroskopie, ansonsten dunkle Lagerung in 
einem Präparatekasten bei 4°C. 
3.5.3.2 Anfertigung von Negativkontrollen 
 
Um falsch-positive Signale von tatsächlich positiven in der fluoreszenz-
mikroskopischen Darstellung unterscheiden zu können, werden bei jedem 
Färbevorgang sog. Negativkontrollen angefertigt. Hierzu wird ein Paraffinschnitt 
der untersuchten Probe dem gleichen Färbungsprotokoll unterworfen, allerdings 
ohne den Inkubationsschritt des Primärantikörpers. In dieser Zeit bleibt die 
Probe mit Blockserum überschichtet und schließt sich erst mit dem ersten PBS-
Waschungsschritt dem weiteren Färbungsprozess wieder an (Inkubation des 
Sekundärantikörpers). Da ein Primärantikörper in diesen Proben fehlt, sollte 
nach erfolgreicher Blockierung durch das Normalserum keine oder nur eine 
geringe unspezifische Bindung des Sekundärantikörpers auftreten und 
dementsprechend ein detektierbares Fluoreszenzsignal gering bis gar nicht 
vorhanden sein. Lediglich die Kernanfärbung mittels DAPI ist davon unabhängig 
zu betrachten und wird als sichtbare Kontrastfärbung analog zu den übrigen 
Präparaten durchgeführt. 
Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgt an einem inversen Forschungsmikroskop, 
ausgestattet für Epi-Illuminationsverfahren inkl. Transmissionsgitternetz 
(AxioCam MRm; AxioObserver Z1; Transmissionsgitternetz H1 ApoTome, Fa. 
Carl Zeiss GmbH).     
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4 Ergebnisse 
4.1 Vergleichende Analytik tissue-engineerter Perikard-
Fibringel-Konstrukte  
4.1.1 Makroskopische Gegenüberstellung  
 
Vor einer genauen histologischen Aufarbeitung steht die Examination der 
Morphologie und Beschaffenheit des kultivierten Gewebekonstruktes, welches 
durch das Tissue Engineering-Verfahren modifiziert wurde.  
Hierzu wird in Abbildung 4-1 exemplarisch jeweils 1 Probe aus beiden 
Kultivierungsverfahren  (mit dem jeweils längsten Kultivierungszyklus für jedes 
System) morphologisch gegenübergestellt: 
 
Abbildung 4-1: (A)/(B) = „Peri I.2“; (C)/(D) = modifizierte laminare Strömungskammer  
(A) Aufsicht von Membranseite (Bioreaktor „Peri I.2“) [modifiziert nach 
Veggian] 
(B) Präparatübersicht nach Entnahme (12d) vor Fixationsbeginn in Carnoy-
Lösung.  
(C) Aufsicht von Kammerinnenraumseite (modifizierte laminare 
Strömungskammer, Design & Modifikation: Dr. med. S. Jockenhoevel)  
(D) Präparatübersicht nach Entnahme aus Konstrukt-Unterstützungsrahmen 
(20d) vor Fixationsbeginn in Carnoy-Lösung. 
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Beide Proben lassen sowohl den mit Fibringel bedeckten Spaltraum als auch 
das native porcine Perikardgewebe voneinander abgrenzen. Auf der linken 
Seite Abbildung 4-1 B) ist ein tissue-engineertes Perikardkonstrukt abgebildet, 
welches im Bioreaktor „Peri I.2“ unter zyklischer unidirektionaler Dehnung 12 
Tage lang kultiviert wurde. Man erkennt deutlich die Impression des schwarzen 
O-Rings, der für die Fixation des Perikards verantwortlich ist. Die 
Fibringelmatrix selbst füllt die Spaltstelle vollständig aus. Dabei liegt der 
aufgefüllte Schnitt nicht vollständig im Zentrum des durch den O-Ring 
begrenzten Raumes. Auf der rechten Bildseite erkennt man ebenfalls eine 
ringförmig fixierte Perikardbiopsie, in deren Mitte ein durch ein Fibringel-
Gewebsmatrixkonstrukt geschlossener Spaltraum auszumachen ist (Abbildung 
4-1 C-D). Dieses Meshgraft wurde zuvor (ohne initiale Zellzugabe in die 
Fibringelmatrix) 20 Tage unter dynamisch-laminaren Strömungsbedingungen 
kultiviert. Im Vergleich fallen sofort die unterschiedlichen Größen der 
rhomboidförmigen Spaltlücken auf, die nach der Inzision bei der Aufdehnung 
des Schnittes erzeugt wurden. 
Das Fibringel-Gewebsmatrixkonstrukt stellt sich gleichfalls als teils wenig 
transparente Schicht im Bereich des Schnittes dar und bedeckt auch hier das 
native Perikard größtenteils in Form einer homogenen einschichtigen Lage aus 
modifiziertem Fibringel. Dieser Eindruck bestätigt sich in der entsprechenden 
Aufnahme nach Entfernung der Fixationselemente des Konstruktrahmens.  
In beiden Fällen machen die nativen Perikardgewebe einen mechanisch 
stabilen Eindruck und demonstrieren subjektiv keinen wesentlichen Unterschied 
zu ihrem Zustand vor der Kultivierung. Die Fibringel-Neomatrix hingegen ist in 
beiden Fällen noch ein mechanisch instabiles, fragiles Element, das nur 
begrenzt morphologische Veränderungen toleriert (wie z.B. Verformungen bei 
der Herauslösung aus dem Bioreaktorsystem), obwohl bereits ein sichtbarer 
Fortschritt nach 20-tägiger Kultivierung auszumachen ist. Es bedarf dennoch 
einer vorsichtigen und präventiven Handhabung während der Überführung der 
Gewebeprobe in das Carnoy-Fixativ. 
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4.1.2 Mikroskopische Gegenüberstellung   
4.1.2.1 Negativkontrollen 
 
Um eine gesicherte Aussage über das tatsächliche Vorhandensein von Antigen-
Strukturen im Rahmen der immunhistochemischen Auswertung treffen zu 
können, ist die Detektion und Verifikation falsch-positiver Signale von 
entscheidender Bedeutung. Durchgeführte Negativkontrollen überprüfen somit 
das Vorhandensein unspezifischer Bindungsstellen für den entsprechenden 
Sekundärantikörper auf der tissue-engineerten Probe - in Abwesenheit des 
Primärantikörpers - sowie das Auftreten unspezifischer (Hintergrund-) 
Färbungen.  
Diese Negativkontrollen wurden im Folgenden für alle untersuchten 
Primärantikörper der in dieser Arbeit präsentierten Versuchsauswertungen bzw. 
aufgeführten immunhistochemischen Bildmaterialien umgesetzt. Die dabei mit 
einem DAPI-Overlay versehenen Aufnahmen belegen, dass der verwendete 
Sekundärantikörper (Goat-Anti-Rabbit) keine unspezifischen Bindungen mit 
dem Nativgewebe oder der Fibringelmatrix eingegangen ist. Darüber hinaus 
konnte eine unspezifische Hintergrundfärbung ausgeschlossen werden (vgl. 
auch Abbildung 4-5 D-F; Abbildung 4-7 C,F,I; Abbildung 4-9 M-O).  
Sämtliche Signale sind daher als richtig-positiv einzustufen.  
4.1.2.2 Natives unbehandeltes Perikardgewebe 
 
Um im Folgenden ein besseres Verständnis für die Veränderungen während 
der Gewebekultivierung beim Tissue Engineering entwickeln zu können, wird 
nun vorab unbehandeltes Perikardgewebe in den angewandten histologischen 
Untersuchungskategorien vorgestellt. Hierzu zählen die histologischen 
Standardfärbungen HE und Trichrom (nach Gomori) sowie die 
immunhistochemischen Färbungen zum Nachweis der Hauptkomponenten der 
extrazellulären Matrix (Kollagen I, III und Elastin). 
Die folgenden Abbildungen zeigen die Präparataufnahmen nativen porcinen 
Perikardgewebes, welches nach Entnahme aus dem Spendertier mit 
anschließender  Präparation noch vor seinem Einsatz im Bioreaktorsystem 
fixiert wurde. Hierbei handelt es sich um eine Biopsie aus der Versuchsreihe „B“ 
(s. unten).   
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 HE (Hämatoxylin, Eosin): 
 
 
Abbildung 4-2: (Detail-)Ausschnitt aus einer HE- gefärbten nativen, unbehandelten 
Perikardbiopsie; x20-Vergrößerung; Schnittbez.: Bnat.14-1 HE. 
Messbalken:100µm 
 
Die histologische Aufnahme (Abbildung 4-2) lässt einen Aufbau erahnen, wie er 
bereits im Kapitel 2.1.1 beschrieben wurde:  An seinem oberen Rand wird das 
Präparat durch eine unscharfe blass-violett erscheinende Linie begrenzt, die im 
Vergleich zur Gegenseite einen erhöhten Anteil dunkelblau-schwarz gefärbter 
Zellkerne (Nuklei) aufweist. Es handelt sich dabei um Zellnuklei von 
Perikardzellen, wie sie im nativen Gewebe angetroffen werden können und sich 
darüber hinaus auch im kollagenen Bindegewebe finden lassen. 
Erwartungsgemäß für diese Kerne- und Zytoplasma-nachweisende Färbung 
stellen sich die Punkte entsprechend blau-schwarz dar. Ihre erhöhte Dichte ist 
ein Hinweis auf die (ehemals vorhandene) einlagige Mesothelschicht, die für die 
Sezernierung seröser Flüssigkeit verantwortlich ist. Die teils wellig 
erscheinenden rosa-violetten Strukturen bilden die kollagene 
Bindegewebsschicht des pericardium fibrosum, das in der entsprechenden 
Differenzierungsfärbung (Trichrom nach Gomori) bestätigt werden muss. 
Sowohl die gewellten Auflockerungen als auch die teils unterbrochen 
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erscheinende Schicht sind auf artifizielle Veränderungen des Gewebes 
zurückzuführen: Die Dicke dieses Präparats beträgt im Durchschnitt 200µm. 
Insgesamt jedoch vermittelt das Gewebe einen homogenen Eindruck, das eine 
gleichmäßige Verteilung von Perikardzellkernen aufweist.  
 Trichrom (nach GOMORI): 
 
 
Abbildung 4-3: (Detail-)Ausschnitt aus nativem, unbehandelten Perikard (Gomori’s Trichrom 
unter Verwendung von Anilinblau-Farbstoff); x20-Vergrößerung; Schnittbez.: 
Bnat.8-1 Trichrom 20x. Messbalken: 100µm 
 
Zum differenzierenden Nachweis kollagenen Bindegewebes wurde im 
vorliegenden Nativ-Präparat eine Trichrom-Färbung nach Gomori durchgeführt, 
bei der Anilinblau als Farbstoff zur leuchtend blauen Darstellung kollagener 
Fasern führt. Die histologische Aufnahme (Abbildung 4-3) zeigt erneut natives 
Perikardgewebe. Im vorliegenden Ausschnitt kann allerdings die anatomische 
Schichtung, wie sie in der HE-Färbung beschrieben wurde, kaum noch 
nachvollzogen werden. Vorherrschend sind tatsächlich blau gefärbte  
Strukturen, die nach der Morphologie des Präparates dem pericardium fibrosum 
zuzuordnen sind. Dies bestätigt den bereits in der HE-Färbung gewonnenen 
Eindruck: Beim Perikardgewebe handelt es sich um eine kollagenreiche 
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Bindegewebsstruktur. Mit dieser Farbmethode stellen sich Zellkerne sowie ihr 
Zytoplasma (dunkel-)rot dar. Durch die starke Färbung der Gewebsfilamente 
erscheinen jedoch die Nuclei teilweise blau überlagert. Die Morphologie des 
nativen Perikards und ihre typischen Merkmale werden damit gleichfalls in der 
Trichrom-Ansicht bestätigt.  
Zur differenzierten immunhistochemischen Darstellung extrazellulärer 
Matrixkomponenten nativen Perikardgewebes: vgl. auch Abbildung 4-9 A-C!    
4.1.2.3 Auswertung „Bioreaktorsystem Peri I.2“ 
 
 
Abbildung 4-4:  Detailausschnitte aus konventionell histologisch gefärbten Präparaten eines tissue-
engineerten Perikardpatches, kultiviert im Bioreaktorsystem „Peri I.2“ (f=5/min, 
d=12; inkl. Zellaussaat). (A) HE, x20-Vergrößerung, Schnittbez. 6.141 HE, 
Messbalken:500µm, (C) x10-Vergrößerung, Messbalken:200µm; (B) Trichrom 
(nach Gomori), x20-Vergrößerung, Schnittbez. 6.142 Trichrom, 
Messbalken:500µm, (D) x10-Vergrößerung, Messbalken:200µm. Membran-
zugewandte Präparatseite (*), Kammerinnenraum-zugewandte Präparatseite (#) 
 
Abbildung 4-4 zeigt Detailaufnahmen konventionell-histologisch gefärbter 
Schnitte eines tissue-engineerten porcinen Perikardpatches, welches 12 Tage 
(d) unter zyklischen Dehnungsbedingungen (f=5/min) kultiviert wurde. In dessen 
Fibringelmatrix war zudem vor Kultivierungsbeginn die definierte 
Perikardzellmischpopulation ausgesät worden. Sie entsprechen dem 
makroskopischen Korrelat, das bereits zuvor in Kapitel 4.1.1 beschrieben wurde 
(Abbildung 4-1 B), und vermitteln das repräsentative Ergebnis dieses 
Studienabschnitts. Man erkennt deutlich die Spaltlücke im gemeshten 
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Perikardgewebe, welche teilweise durch Neogewebe in der Fibringelmatrix 
ausgefüllt wird (Abbildung 4-4 A-B). Auffällig ist die deutliche Durchmesser-
Asymmetrie sowohl des Fibringelscaffolds als auch des Nativgewebes. Die 
Länge des Spaltraums beträgt in dieser Schnittebene ca. 1000µm. Das 
Fibringel-Zellmatrixkonstrukt weist hier eine Dicke von ca. 100-450µm auf und 
demonstriert in seiner Verteilung eine einseitige Dominanz. Zonen, in denen bis 
zum Zeitpunkt des Versuchsabbruchs keine Modifikationen stattgefunden 
haben, zeigen sich in ihrer ursprünglichen Form: rosa-rot (HE) bzw. rötlich-
braun (Trichrom n. Gomori). Es kann ein uneinheitlicher Umbau der 
Scaffoldstruktur ausgemacht werden, in welches extrazelluläre Matrix durch die 
Zellen sezerniert wurde, die blau angefärbte kollagenhaltige Anteile enthält. 
Dieser Fortschritt an ECM-Produktion ist insbesondere an der Silikonmembran-
zugewandten Präparatseite lokalisierbar mit regional unterschiedlichen Anteilen 
an Kollagen. Die Fibringeldeckschicht lässt wiederum einen dreischichtigen 
Aufbau erahnen: eine untere ECM-haltige Zone kann von einer nachfolgenden 
unveränderten Scaffoldschicht abgegrenzt werden, die zur Kammerinnenraum- 
und Mediumstrom-zugewandten Seite erneut in matrixproduzierende Areale 
übergeht. Die oberste Deckschicht, die noch überwiegend aus Fibrin besteht, 
zeigt als weitere Auffälligkeit Zellkerne von Perikardzellen, die (in diesem 
Bereich) rund und in einem Status der Inaktivität erscheinen, umgeben von 
Lakunen (möglicherweise nekrotisch). Die in tiefer gelegenen Bereichen 
konzentrierten Zellen sind demgegenüber strukturierter angeordnet mit nur 
vereinzelten Lakunae. Ebenfalls bestehen insbesondere die Kontaktzonen 
zwischen Scaffoldmatrix und Perikardgewebe noch überwiegend aus Fibringel. 
Die ehemals homogene Verteilung durch die gleichmäßig einsetzende und 
schnelle Polymerisation des Fibringels nach guter Durchmischung der 
Komponenten (Kapitel 3.2) ist hier nun nicht mehr nachvollziehbar sondern 
zeigt vielmehr lokale Verteilungsmuster. 
Das native Perikardgewebe wiederum zeichnet sich auf der einen Seite durch 
eine Dicke von ca. 150µm aus, während die Gegenseite eine mindestens 
doppelt so große Höhe aufweist (abnehmend zum Präparatrand; vgl. auch 
Abbildung 4-4 C-D). Offensichtlich ist hier der Mangel an Zellkernen auf der 
schmalen Nativgewebsseite, deren kollagenhaltige Matrix azellulär erscheint.  
Der andere Rand offenbart durch seine unterschiedlichen Nativgewebsdicken 
eine progrediente Neosynthese von ECM, wobei die Bindegewebsfilamente 
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lokal in unterschiedlicher Stärke angefärbt werden. Insbesondere in der 
Differenzierungsfärbung des Trichrom wird der multiple Syntheseprozess 
erkennbar und macht es schwierig, die ehemals nativen Grenzen von den 
tissue-engineerten Arealen visuell zu trennen. Lediglich eine dünne Schicht 
kollagenen Bindegewebes hüllt einen stark angefärbten kollagenen Kern aus 
Nativgewebe ein und lässt dadurch Abstufungen der Gewebsneubildung 
erkennen. Nimmt man nun die Schnittlücke als Referenzpunkt und definiert ihn - 
gemäß seiner Position beim Aufbau - als Ort der maximalen 
Membranauslenkung (= maximale Dehnung), fällt somit eine zunehmend 
ausgeprägte Gewebsorganisation und -ausbildung mit abnehmender Stärke 
des Dehnungsreizes auf (Ansicht nach lateral). Die Meshränder weisen nur 
geringe artifizielle Gewebeabrisse bei ansonsten intakten Strukturverhältnissen 
auf. Abbildung 4-4 erfasst jedoch nicht das gesamte Präparat, sodass die 
makroskopisch deutlich sichtbaren Impressionen des O-Rings (Abbildung 4-1 
B) mikroskopisch hier nicht nachvollzogen werden können (Dicke: ca. 50µm). 
Abbildung 4-5 ermöglicht nun den differenzierten Nachweis der primären 
extrazellulären Matrixkomponenten perikardialen Gewebes (in Verbindung mit 
der zellkernspezifischen DAPI-Anfärbung) der bereits beschriebenen Probe mit 
Hilfe immunhistochemischer Färbungen: Kollagen der Typen I und III sowie 
Elastin.  
Kollagen Typ I bildet die Hauptkomponente perikardialer ECM. Dies spiegelt 
sich auch in der Detailansicht der vorliegenden immunhistochemischen 
Färbung wider. Das Nativgewebe ist reich an Kollagen Typ I (hier: grün) und 
lässt sich gleichfalls nicht nur in den umgewandelten Scaffoldbereichen 
detektieren sondern auch in den in der konventionellen Histologie sichtbaren 
Fibringelanteilen. Die oberste Fibringeldeckschicht, die eine geringere Anzahl 
an Zellkernen aufweist (erkennbar anhand der blauen DAPI- 
Zellkernanfärbung), weist allerdings nur eine geringe Menge kollagener Fasern 
auf. Die schmale Nativrandseite des tissue-engineerten Perikardmeshs erweist 
sich auch in diesem Nachweisverfahren als zellkernarm. Die Verteilung der 
Zellkerne zeigt insgesamt zwar ein homogeneres Dispersionsmuster als in der 
konventionellen Histologie vermutet, bestätigt aber weiterhin optisch den 
Zellreichtum; inklusive der lokal vorbeschriebenen Konglomeratmuster, wo 
konzentrierte Anhäufungen an Nuklei anzutreffen sind.  
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Kollagen Typ III, die zweithäufigste Komponente des nativen Perikardgewebes, 
demonstriert ebenfalls ein homogenes Verteilungsmuster in nativen Arealen, 
während es nur zu einem geringeren (lokalen) Anteil in der Fibringelmatrix 
markiert werden kann. Trotzdem zeigen vor allem die nativen 
Übergangsbereiche hin zum Scaffold Randsäume in Form von optischen 
Lumineszenzlinien (verglichen mit ihrer unmittelbaren Umgebung; z.B. in der 
oberen Fibringeldeckschicht). Wellenförmige Floureszenzfronten in diesen 
Übergangsbereichen von starker zu schwacher Detektionsantwort lassen sich 
hier qualitativ  besonders deutlich differenzieren.  
Dieser Eindruck wird beim Nachweis von Elastin bestätigt (nur unvollständig im 
vorliegenden Detailausschnitt erkennbar). Elastin verleiht der perikardialen 
ECM eine gewisse Rückverformungsfähigkeit und Elastizität. Vergleichsweise 
unspezifisch und gering fällt die Detektion in der Scaffoldstruktur der 
Fibringelmatrix aus. Auch hier zeigt insbesondere der zellkernarme 
Fibringelanteil eine insuffiziente Detektion von elastischen Fasern bzw. 
Komponenten. 
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Abbildung 4-5:  Immunhistochemische Detailansicht der Schnittlückenbereiche eines tissue-
engineerten Perikardmeshs mit zugehörigen fluoreszenzmiksoskopischen 
Negativkontrollen zur Überprüfung einer unspezifischen Bindung des 
Sekundärantikörpers an die tissue-engineerten Perikardkonstrukte, kultiviert im 
Bioreaktorsystem „PeriI .2“ (f=5/min, d=12; inkl. Zellaussaat). (A) Elastin [grün], 
x20-Vergrößerung, Schnittbez. 6.145, (B) Kollagen Typ I [grün], x10-
Vergrößerung, Schnittbez. 6.146, (C) Kollagen Typ III [grün], x20-Vergrößerung, 
Schnittbez. 6.147, (D-F) Negativkontrolle, Schnittbez. 6.143: (D) x20, 
Elastin/DAPI, (E) x10, Kollagen Typ  I/DAPI, (F) x20, Kollagen Typ III/DAPI. 
Zellkernanfärbung: DAPI [blau]. Messbalken [A-C bzw. D-F]: 500µm bzw. 
100µm, Membran-zugewandte Präparatseite (*), Kammerinnenraum-zugewandte 
Präparatseite (#). Belichtungszeiten (Sekundärantikörper/DAPI) [ms]:  
(A) [2190/85], (B) [558/50], (C) [61/605]  
 
 
Weitere Kultivierungsversuche (vgl. Tabelle 3-2, Kapitel 3.4.2.2) bei gleicher 
sowie höherer Frequenz (f=10/min) erbrachten bis zum Kultivierungszeitraum 
von 12d vergleichbare Ergebnisse (mikroskopischer Datensatz nicht 
dargestellt):  
Es zeigt sich bei der Auswertung zunächst eine fehlende Konnektivität der 
kultivierten Gewebe zu ihrem Scaffold, insbesondere an den 
Übergangsbereichen der Spaltlücken zum nativen Gewebe mit persistierenden 
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Fibringelzonen, die nicht nur histologisch sondern auch makroskopisch zu einer 
mechanischen Dissektion der Meshstruktur führten. Der zentrale Anteil der 
Scaffoldmatrix zeigte zwar (immunhistochemisch) Hinweise auf Sezernierung 
extrazellulärer Matrixprodukte, jedoch war das dortige Bild bestimmt von 
Zellkernvakuolisierungen  und immunhistologisch geringer Syntheseleistung. Im 
Gegensatz zu der Probe aus Abbildung 4-4 zeigte sich das native 
Perikardgewebe in seiner Dicke zumeist symmetrisch bei gleichmäßiger 
Matrixkomposition. Nur vereinzelte Areale zu beiden Seiten demonstrierten in 
der DAPI-Kernfärbung eine geringere Anzahl an detektierbaren Zellkernen und 
waren in diesen Fällen regelmäßig im Gebiet der Schnittlückenränder 
anzutreffen. Ein zum Vergleich unternommener statischer Versuch (ohne 
zyklische Dehnung mit inkorporierter Zellpopulation in der Fibringelmatrix über 
12d) entzog sich einer exakten (immun-) histologischen Aufarbeitung: Das 
Scaffold erlitt während der Gewebsfixation aufgrund seiner mangelnden 
mechanischen Stabilität artifizielle Schäden, sodass die Fibringelmatrix nicht 
mehr sicher beurteilt werden konnte. Nichtsdestotrotz zeigte der 
makroskopische Vergleich zu vorangegangenen Versuchsdurchläufen einen 
nur geringen Umbau der Scaffoldstruktur, dessen fragiler Eindruck sich 
während der weiteren Präparation bestätigte. 
4.1.2.4 Auswertung „Bioreaktorsystem modifizierte laminare 
Strömungskammer“ 
 
Nach der Anwendung eines statisch-laminaren Strömungsprinzips werden nun 
die Auswertungen zu folgenden Fragestellungen im weiteren Verlauf erläutert  
und einander gegenübergestellt (vgl. Kapitel 3.4.3.3): 
1. Proliferation applizierter Perikardzellen versus Migration und Proliferation 
bestehender nativer Perikardzellen in Fibringelmatrices, 
2. Bei Vorhandensein von Migration: Bestimmung des Zeitpunktes von 
Migration bzw. effizienter Neogewebssynthese. 
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 Proliferation versus Migration perikardialer Zellen 
 
Abbildung 4-6 vergleicht zwei repräsentative Proben aus dem Versuchsaufbau 
A (Kapitel 3.3.4.3) nach zwölftägiger Kultivierung unter laminaren 
Strömungsbedingungen.  
 
Abbildung 4-6:  Detailausschnitte aus den Schnittlücken tissue-engineerter perikardialer 
Meshkonstrukte [Versuch A, Kultivierungsdauer: 12d]. Messbalken: 100µm. 
Membran-zugewandte Präparatseite (*), Kammerinnenraum-zugewandte 
Präparatseite (#); (A,C,E) Probe mit ursprünglich zellfreier Fibringelmatrix,  
(B,D,F) bereits initial mit perikardialer Mischzellpopulation besiedeltes 
Fibringelscaffold. (A,C) x20-Vergrößerung, Schnittbez. A3.7-1 HE bzw. A3.6-1 
Trichrom; (B,D) x20-Vergrößerung, Schnittbez. A5.30-2 HE bzw. A5.31-2 
Trichrom; (E,F) kombinierte Mehrkanalaufnahme aus Hellfeld- & DAPI-
Zellkernkontrastanfärbung (DAPI hier: rot), x10-Vergrößerung, Belichtungszeit: 
50ms, Schnittbez. A3.10-2 bzw. A5.36-1. 
 
Die linke Bildkolonne zeigt eine Probe mit ursprünglich zellfreier Fibringelmatrix 
(A,C,E), während die rechte Abbildungssäule (B,D,F) ein bereits vor 
Kultivierungsbeginn zellbesiedeltes Scaffoldbeispiel demonstriert. Nach diesem 
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Kultivierungszeitraum ließen sich in dem ursprünglich zellfreien Scaffold vitale 
Zellen nachweisen, die durch die DAPI-Zellkernfärbung (hier aus 
Sichtbarkeitsgründen rot dargestellt) optisch klar im Spalt detektiert werden 
können (Abbildung 4-6 E,F). Hierbei fällt wieder das offensichtlich konzentrierte 
Verteilungsmuster auf mit Präferenz zur Membranseite/Unterseite der Probe 
und deutlich höherer Quantität an Zellkernen (auch im Vergleich zur Anzahl von 
Zellkernen im angrenzenden nativen Gewebe). Die Zellkerne erscheinen dabei 
teilweise auch am Übergang der Nativgewebs-/Fibringel-Grenze lokal 
angehäuft und gruppiert zu sein. Die Ausbreitung der Neogewebsentwicklung 
auf der Membranunterseite wird auch optisch durch die umgewandelte 
ehemalige Fibringelmatrix bestimmt. Dort, wo das applizierte Scaffold am 
Schnittlückenrand unter die Biopsie geflossen ist, bevor es endgültig 
polymerisierte, ist histologisch ein fortgeschrittener ECM-Aufbau von hoher 
Dichte erkennbar, wobei dort nur noch geringe Spuren der ehemaligen 
Stützstruktur aufzufinden sind. Die der Kammer zugewandte Oberseite des 
Präparats demonstriert demgegenüber in der konventionellen Histologie noch 
eine überwiegend fibrinhaltige Zone, in der allerdings langgestreckte Zellen 
(inkl. Zellkernen) gut zu erkennen sind, wobei konventionell-histologisch im 
Vergleich zur Schnittunterseite nur ein geringer Kollagensyntheseprozess 
wahrgenommen werden kann. Dennoch ist in der Trichromfärbung erkennbar, 
dass die kollagene Organisation bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht den Grad 
der nativen Biopsie-ECM erreicht hat. Abbildung 4-6 (A,C) lassen allerdings 
einen beginnenden Lückenschluss erkennen, da ein Ausläufer kollagenhaltiger 
ECM rechtsseitig in die Schnittlücke hineinragt. Darüber hinaus lassen sich 
ebenfalls über das gesamte Präparat (nicht durch die Detailaufnahmen erfasst) 
vom nativen Gewebe ausgehende (Neo-)Gewebsausläufer in das Fibringel 
hinein erkennen, was die Einschätzung der ursprünglichen Gewebsdicke 
schwierig macht (100-500µm).  
Die rechte Bildsäule hingegen zeigt ein homogeneres Zellverteilungsmuster, 
wobei der größte Teil der Fibringelmatrix – im Gegensatz zum zellfreien 
Exemplar – bereits am Umwandlungsprozess teilgenommen hat: Faserartige 
Fibringelreste ziehen fibrillenartig durch eine Kollagen-aufbauende ECM-
Struktur, wobei in der Schnittlücke selbst ein fortgeschrittener Syntheseprozess 
(linksseitig) angefärbt werden kann (vgl. z.B. Abbildung 4-6 B,D). Somit stellt 
sich auch hier eine progrediente Neosynthese in tiefer gelegenen 
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Präparatregionen heraus. Allerdings zeigt der eigentliche Präparatrand 
ebenfalls eine hohe ECM-Sezernierung, wobei wellenförmige Ausläufer nativen 
Gewebes in die modifizierte Fibringelmatrix die fortgeschrittenen Randzonen 
maximalen ECM-Aufbaus skizzieren (nicht abgebildet). Auch hier schwankt bei 
Betrachtung des Gesamtpräparats die messbare Höhe der Biopsiedicke 
(200µm-500µm). Beide Varianten zeigen kleine strukturfreie Lücken in ihrer 
Scaffoldstruktur, die wahrscheinlich auf geringe Lufteinschlüsse während der 
Polymerisation der Fibringelmasse zurückzuführen sind. Lückenhafte 
Unterbrechungen des nativen Gewebes sind am ehesten durch schnittbedingte 
Artefakte beim Gebrauch des Schlittenmikrotoms zu erklären.  
Die immunhistochemische Auswertung (Abbildung 4-7) bestätigt sowohl die 
wahrgenommene Verteilung der Zellkerne (DAPI hier wieder blau abgebildet) 
als auch die Beobachtungen bzgl. der ECM-Synthesevorgänge. In beiden 
Fällen wird Elastin in den Scaffoldstrukturen nachgewiesen, ohne jedoch bisher 
die typische Morphologie auszubilden, wie sie im nativen Gewebe der 
Schnittlückenränder beobachtet wird. Im Falle der einstmals zellfreien Scaffold-
Variante (Abbildung 4-7 A,D,G) entpuppen sich die Matrix der Schnittunterseite 
sowie der kollagene Ausläufer in der Schnittlücke als stark Kollagen Typ I -
haltig. Als weitere Besonderheit fallen bei der Detektion von Elastin und 
Kollagen Typ III bei positivem Nachweis im Scaffoldbereich diffuse 
Detektionsmuster auf - besonders auf der Präparatoberseite der konventionell-
histologisch wenig verändert erscheinenden Fibringelmatrix. Dieser Eindruck ist 
jedoch weit weniger in der Kollagen Typ I -markierten Probe nachvollziehbar. 
Auf der anderen Seite zeigt die zellbesiedelte Scaffoldprobe (Abbildung 4-7 
B,E,H) überwiegend insulär detektierbare Markierungen der untersuchten ECM-
Komponenten in der Matrix, die sich kammerwärts zunehmend ringförmig um 
die nachgewiesenen Zellkerne formieren. Das Verteilungsmuster der markierten 
ECM-Bestandteile kann in der Spaltlücke als vergleichsweise homogener 
beschrieben werden. Hier allerdings zeigt der kollagene Anteil in der Spaltlücke 
eine deutliche Anfärbung Typ III -haltiger Fasern, während die andere Seite des 
Spalts qualitativ ausgeprägter Kollagen Typ I markiert. 
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Abbildung 4-7: Immunhistochemische Detailaufnahmen aus den Schnittlücken tissue-engineerter 
perikardialer Meshkonstrukte mit zugehörigen fluoreszenzmiksoskopischen 
Negativkontrollen zur Überprüfung einer unspezifischen Bindung des 
Sekundärantikörpers [Versuch A, Kultivierungsdauer: 12d]. DAPI-
Zellkernanfärbung: blau, Primärantikörper: grün; x10-Vergrößerung, 
Messbalken: 200µm. Membran-zugewandte Präparatseite (*), 
Kammerinnenraum-zugewandte Präparatseite (#). (A,D,G) Probe mit 
ursprünglich zellfreier Fibringelmatrix, Schnittbez. A3.8-2 Elastin, A3.10-2 Kol1 
bzw. A3.9-2 Kol3;  (B,E,H) bereits initial mit perikardialer Mischzellpopulation 
besiedeltes Fibringelscaffold, Schnittbez. A5.35-1 Elastin, A5.36-1 Kol1 bzw. 
A5.33-1 Kol3. (C,F,I) Negativkontrolle, Schnittbez. A3.5-2. Belichtungszeiten [ms]: 
(A-C) Elastin/DAPI [950/50], (D-F) Kollagen Typ I/DAPI [1062/50], (G-I) Kollagen 
Typ III/DAPI [1100/50]. 
 Bestätigung und Zeitpunkt des Migrationsprozesses 
 
Abbildung 4-8 sowie Abbildung 4-9 stellen nun die histologische bzw. 
immunhistochemische Auswertung der Präparate aus Versuch B zu 
unterschiedlichen Kultivierungszeitpunkten (d=Anzahl der kultivierten Tage) 
gegenüber. Dabei stammt die Probe „d=0“ aus einem Teil der im Versuch B 
verwendeten Perikardbiopsie ohne Fibringelapplikation oder vorherige 
Kultivierung im Bioreaktorsystem und diente als Referenz für einen nativen 
Vergleich (4.1.2.2). Zum besseren Verständnis sei angemerkt, dass die Proben 
von Tag 4 sowie Tag 20 nur den Schnittlückenrand einer Seite visuell erfassen, 
während die Aufnahmen des 8. Tages die gesamte Schnittlücke abdecken.  
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Abbildung 4-8: Histologische Detailansichten (aus den Schnittlückenbereichen) tissue-engineerten 
Perikardgewebes zu unterschiedlichen Kultivierungszeitpunkten in Tagen (d) 
[Versuch B, ohne vorherige Zellzugabe in die Fibringelmatrix]. Messbalken: 
100µm. Membran-zugewandte Präparatseite (*), Kammerinnenraum-zugewandte 
Präparatseite (#). (A-C, E-G) x20-Vergrößerung, Schnittbez.: (A-C) Bnat.14-1, 
B1.31-1, B2.25-1, (E-G) Bnat.8-1, B1.25-1, B2.32-1; (D,H) x10-Vergrößerung, 
Schnittbez.: (D,H) B6.19-1, B6.13-2.  
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 Nach 4d: 
Nach viertägiger Kultivierung konnte keine aktive Zellmigration in die 
Fibringelmatrix beobachtet werden.  
Auffällig war im Vergleich zum Präkultivierungsstadium (d=0) mit seiner 
homogenen Nuklei-Dispersion jedoch die Zellverteilung im nativen 
Gewebe. Abbildung 4-8 (B,F) sowie Abbildung 4-9 (D-F) zeigen deshalb 
den Detailausschnitt im Bereich eines der Schnittlückenränder des 
tissue-engineerten Perikardmeshs. Dort ließ sich eine betonte 
Ansammlung perikardialer Zellen im nativen Gewebe (unmittelbar an der 
dem Fibringellayer-zugewandten Seite) registrieren, während das 
darunter gelegene Gewebe praktisch zellkernfrei war. Andererseits 
stellte sich der gegenüberliegende Schnittlückenrand zellkernreich mit 
vergleichbarer Anzahl zur nativen Biopsie (d=0) dar (nicht im Bildumfang 
enthalten). Die immunhistochemische Auswertung erbrachte keinen 
wesentlichen Unterschied in der Expression aller untersuchten Marker 
bis zu diesem Zeitpunkt der Kultivierung. Allerdings schienen die Proben 
bis zu einem gewissen Grad eine Form diffuser Fluoreszenz im Fibringel 
aufzuweisen, obwohl eine definitive Detektion der entsprechenden ECM-
Komponenten auch konventionell histologisch nicht möglich war. Die 
Negativkontrolle zeigte jedoch kein solches Korrelat innerhalb der 
Fibringelmatrix (Abbildung 4-9 M-O). 
 
 Nach 8d: 
Wiederholte (immun-) histologische Untersuchungen wiesen stets das 
gleiche Ergebnis nach: Es konnte weder eine aktive Migration von Zellen 
in das Fibringelscaffold beobachtet noch überhaupt Zellkerne in der 
gesamten nativen Gewebeprobe detektiert werden (Abbildung 4-8 C,G 
bzw. Abbildung 4-9 G-I). Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung 
kennzeichnete sich gleichzeitig durch einen auffallend geringen 
Detektionsgrad der untersuchten Matrixkomponenten aus. Dessen 
ungeachtet zeigt die Trichrom-Färbung definitiv das Vorhandensein von 
Kollagen an. 
Eine Vergleichsauswertung zur zweiten entnommenen Probe war 
aufgrund einer artifiziellen Beschädigung des Präparats bei der 
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Entnahme der Probe aus dem Bioreaktorsystems nicht mehr hinreichend 
möglich gewesen. 
 
 Nach 20d: 
Nach einem 20-tägigen Kultivierungszyklus ließ sich ein signifikanter 
Zellmigrationsprozess nachweisen, wobei Zellkerne in allen 
Färbemethoden nicht nur im nativen Gewebe sondern auch in der 
Scaffoldmatrix in hoher Anzahl auftraten. Entsprechend dieser 
Zellverteilung konnte analog eine detektierbare ECM-Synthese sowie –
morphogenese der untersuchten Komponenten beobachtet werden 
(Abbildung 4-8 D,H). Obgleich in der konventionellen Histologie der HE- 
bzw. Trichrom-Färbung noch verbliebene Zonen von Fibringel 
auszumachen waren, wurden ebenso in diesen Arealen des Scaffolds 
homogene Detektionsmuster für alle drei markierten Matrixkomponenten 
dokumentiert(Abbildung 4-9 J-L). Allerdings wurde einmal mehr ein 
auffälliges und bereits bei den vorangegangenen Experimenten 
beobachtetes Merkmal offensichtlich: die fortgeschrittenere 
Matrixorganisation an der Membran- zugewandten Seite des Präparates. 
Während auf einer Seite der Schnittlücke bereits fortgeschrittenere 
Kollagenstrukturen im Trichrom-Präparat ausgemacht werden konnten, 
ließen sich auf den Immunfluoreszenzaufnahmen der 
gegenüberliegenden Spaltlückengrenze vergleichbare Muster wie im 
restlichen Bereich der unteren Spaltregion verifizieren, mit Ausnahme 
einer offenbar lokalen Anhäufung Kollagen Typ III -haltiger Fibrillen. Die 
Detektion der Zellkerne wies zudem eine ähnliche lokale Häufung und 
Gruppierung an der Nativgewebs-/Fibringel-Grenze und ihre räumliche 
Präferenz zur Unterseite der Scaffoldlücke auf, wie sie schon im Rahmen 
früherer Beobachtungen dieser Arbeit registriert wurden. Darüber hinaus 
beobachtete man an der Oberflächengrenze der mit dem Mediumstrom 
in Kontakt stehenden Seite der Fibringelmatrix eine vergleichbare 
Syntheseleistung wie in den untersten Regionen der Probe. Die 
Zellkerne machten hier in ihrer Anordnung den Eindruck eines 
stromlinienförmigen Musters: Die Zellen waren in mehreren Lagen 
übereinander parallel zu Mediumstrom angeordnet, vergleichbar mit der 
Anordnung in einem mehrschichtigen Epithelverband.  
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Abbildung 4-9:  Immunhistochemische Detailansichten (aus den Schnittlückenbereichen) tissue-
engineerten Perikardgewebes zu unterschiedlichen Kultivierungszeitpunkten in 
Tagen (d) mit zugehörigen fluoreszenzmiksoskopischen Negativkontrollen zur 
Überprüfung einer unspezifischen Bindung des Sekundärantikörpers [Versuch 
B, ohne vorherige Zellzugabe in die Fibringelmatrix]. DAPI [blau], 
Primärantikörper [grün]; x10-Vergrößerung, Messbalken: 100µm. Membran-
zugewandte Präparatseite (*), Kammerinnenraum-zugewandte Präparatseite (#). 
(A-C) Nativprobe (ohne vorherige Kultivierung) fixiert, Schnittbez. Bnativ.10-1 
Kol1 Bnativ.10-1 Kol3 bzw. Bnativ.9-1 Elastin,; tissue-engineertes Perikardmesh: 
(D-F) nach 4d, Schnittbez. B1.27-1 Kol1, B1.29-2 Kol3 bzw. B1.26-1 Elastin; (G-
I) nach 8d, Schnittbez. B2.26-1 Kol1, B2.30-2 Kol3 bzw. B2.20-1 Elastin; (J-L) 
nach 20d, Schnittbez. B6.18-2 Kol1 B6.17-1 Kol3 bzw. B6.15-2 Elastin, (M-O) 
Negativkontrolle, Schnittbez. B6.16-1; Belichtungszeiten [ms]: (A,D,G,J,M) 
Kollagen Typ I/DAPI [1000/47], (B,E,H,K,N) Kollagen Typ III/DAPI [1200/50]], 
(C,F,I,L,O) Elastin/DAPI: [1060/76]. 
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5 Diskussion 
5.1 Beurteilung der Bioreaktorsysteme (Aufbau und 
Kultivierung) 
5.1.1 Bioreaktorsystem „Peri I.2“ 
 
Rückblickend zeigt das fortgesetzte Studium des Bioreaktorsystem „Peri I.2“ 
sowohl in Aufbau und Inbetriebnahme als auch im Rahmen der 
Kultivierungsdurchführungen grundsätzlich analoge Ergebnisse, wie sie bereits 
durch Veggian et al. beschrieben wurden: [83] Die Konstruktion bewährte sich 
durch einen einfachen Zusammenbau, einer leichten Inbetriebsetzung und 
einem unproblematischen Mediumwechsel. Ein beim Pilotversuch befürchtetes 
Verstopfen des Sterilfilters (zur Entlüftung des Systems) durch sich 
verändernde Mediumfüllstände trat während der gesamten Versuchsphase 
dieser Studienarbeit nicht auf. 
Allerdings ist die Methode zur Optimierung der Strömungssituation mit Hilfe 
einer Schlauchführung im bestehenden Konstruktionsprinzip aufgrund der 
vorliegenden Ergebnissituation in Frage zu stellen (Kapitel 5.2). Darüber hinaus 
konnte beim Aufsatz des Scheibensystems unter Anwendung des 
Fixierungsschraubenringes nicht in jedem Versuch eine garantiert zentrierte 
Position des Perikardmeshs aufrechterhalten werden. Verantwortlich hierfür 
könnten u.a. gewesen sein:  eine eingeschränkte visuelle Beurteilbarkeit über 
die Lochscheiben oder auch eine sekundäre Verlagerung des Präparats 
während der Membranauslenkung (mit nachfolgender Versetzung der ehemals 
zentrierten Schnittlücke).  
Des Weiteren bestätigte sich in den Kultivierungszyklen das bereits 
beobachtete Problem einer mangelnden Schonung des nativen 
Perikardgewebes durch Fixation des Präparates mit einem Dichtungs-O-Ring. 
Die erhoffte atraumatische Positionierung ließ sich in keinem der umgesetzten 
Setups verwirklichen, was nicht zuletzt durch die histologische Auswertung 
bestätigt wurde (Kapitel 4).  
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5.1.2 Modifizierte laminare Strömungskammer 
 
Trotz der Tatsache, dass das ursprüngliche Bioreaktordesign für ein anderes 
experimentelles Setup konzipiert gewesen war, haben sich auch hier 
rückblickend Aufbau, Inbetriebnahme und Handling während der Kultivierung 
als weitgehend positiv erwiesen.  
Auch im vorliegenden modifizierten Zustand wurden die Grenzen der 
Praktikabilität mit der Änderung des experimentellen Setups deutlich: Die 
Parallelschaltung des Nutritionskanals zeigte beispielsweise beim Einsatz der 
mikroprozessorgesteuerten Rollerpumpe eine initial insuffiziente Förderleistung 
des Mediumflusses über dem Hauptströmungskanal. Es ist anzunehmen, dass 
der Volumenstrom auf ein absolutes Minimum reduziert wurde, möglicherweise 
bedingt durch die Parallelschaltung der Heidelberger Verlängerungen mit ihrem 
kleineren Innendurchmesser (3 x 4 mm). Denn nach dem Gesetz von Hagen-
Poiseuille  ist der Volumendurchfluss von der vierten Potenz des Radius seines 
Rohres abhängig, durch das das Medium fließt. Das Medium selbst darf 
annäherungsweise als Newton’sche Flüssigkeit betrachtet werden, da es keine 
Zellsuspension (wie z.B. Blut) darstellt, sondern mit seiner Viskosität eine 
nahezu konstante Materialeigenschaft ausbildet, die nur von der Temperatur 
abhängig ist. Aus diesem Grund behält das Gesetz für diese Anwendung seine 
Gültigkeit. Erst nachdem schließlich eine Verbindungsstelle am 3-Wege-
Konnektor mit Hilfe des 3-Wege-Hahns versperrt worden war, konnte ein 
suffizienter Mediumfluss über den Hauptströmungskanal aufgebaut werden. Da 
jedoch der Nutritionskanal wie in Kapitel 3.4.3.1 beschrieben durch die 
umgesetzten Modifikationen allenfalls nur noch eine untergeordnete Rolle 
einnahm, wurde die Kultivierung wie geplant fortgesetzt.  
Ein weiteres praktisches Problem lag in der Entfernung des Adapterrahmens 
aus der eigentlichen Reaktorkammer. Hier fehlte es bei voller Besetzung aller 
sechs Probenpositionen an einer geeigneten Möglichkeit, um diesen aus seiner 
passgenauen Position heraushebeln zu können. Dieses Hindernis ließe sich 
aber für die Zukunft leicht durch weitere Lochbohrungen lösen, über welche der 
Rahmen mit Hilfe von Pinzetten o.ä. herausgehoben werden könnte.  
Als äußerst diffizil erwies sich dann jedoch die Entfernung der im Konstrukt-
Unterstützungsrahmen fixierten Perikardbiopsien. Um den kultivierten 
Meshkonstrukten so wenig artifizielle Schäden wie möglich zuzufügen (sei es 
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durch Scherstressphänomene oder mechanische Manipulation während der 
Demontage der Unterstützungsrahmen), sollten die Proben behutsam durch ein 
Skalpell (Nr. 11) eingeschnitten und anschließend auf der Silikonmembran 
liegend mit Hilfe einer Schere vollständig aus dem Ring herausgetrennt werden. 
Trotz größtmöglicher Vorsicht im Umgang mit den Präparaten musste ein 
unbefriedigender Entnahmeprozess dokumentiert werden, bei dem regelmäßig 
die Gefahr einer Wellung der Silikonmembran beim Herauslösen bzw. eine 
Faltenbildung des Meshkonstruktes selbst möglich gewesen waren. 
Insbesondere im Falle der kurzzeitig kultivierten Präparate, deren 
Fibringelscaffolds nur wenig Zeit zur Umwandlung in eine (stabile) extrazelluläre 
Matrix geblieben war, erwiesen sich die Konstrukte als äußerst anfällig für 
artifizielle Dissektionen und Schäden. Aus diesem Grunde ließ sich auch nicht 
für jede Probe jedes Präparat auswerten (vgl. auch Kapitel 4.1.2.4; z.B. 
Versuch B, Probe d=8).  
Daher sollte in der nächsten Bioreaktorgeneration ein grundlegend neues 
Fixationssystem entwickelt werden, dass eine größtmögliche Schonung des 
Konstrukts beim Herauslösen aus der Reaktorkammer gewährleistet und so 
artifizielle Traumata am tissue-engineerten Exemplar vermeidet. Ein weiterer 
Schritt zur Verbesserung könnte ferner die Modifikation der Ein- und 
Auslassöffnungen der Reaktorkonnektoren sein, um den Fluidstrom noch weiter 
zu optimieren. Obwohl in der vorliegenden Studie nur Pumpleistungen von 
100ml/min untersucht wurden, wären bei höheren Flussgeschwindigkeiten in 
der nächsten Bioreaktorkonstruktion konisch geformte Ein- bzw. 
Auslassöffnungen in und aus dem Reaktorgehäuse denkbar, um gesteigerte 
Strömungsturbulenzen bei höheren Geschwindigkeiten zu minimieren. 
5.2 Makro- und mikroskopische Beurteilung der tissue-
engineerten Perikard-Fibringel-Konstrukte 
        
Die mit Hilfe der beiden vorgestellten Bioreaktorsysteme verwirklichten 
Kultivierungsversuche dienten der Evaluation optimierter 
Umgebungsbedingungen zur Kultivierung eines bisher kaum erforschten 
Bereichs kardiovaskulären Tissue Engineerings. Zum einen wurden die 
Erfahrungen mit einem bereits bestehenden System vertieft, welches eigens zur 
Kultivierung perikardialer Meshstrukturen entwickelt worden war („Peri I.2“). 
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Zum anderen diente die Anwendung eines weiteren Bioreaktorsystems der 
vergleichenden Exploration sowohl veränderter physikalischer Stimuli (laminare 
Strömung vs. zyklische Dehnung) als auch des Migrations- und 
Proliferationsverhaltens nativer sowie allogen ausgesäter Perikardzellen in 
Fibringelmatrices (mit der konsekutiven Frage nach der Notwendigkeit einer 
primären Zellaussaat).  
Gewebe und Organe sind im Körper einer komplexen biochemischen Umwelt 
ausgesetzt, in der mechanische Beanspruchungen (wie z.B. Dehnung), fluide 
Strömungen und andere biophysikalische Stimuli auf biologische Strukturen in 
vivo einwirken. Um diese animierende physiologische Umgebung nachbilden zu 
können, sollen Bioreaktoren die Kultivierung von Geweben in vitro unter spezifi-
schen physikalischen Bedingungen erlauben. Versuche mit solchen Systemen 
können also dazu verwendet werden, um die Komposition extrazellulärer 
Matrices zu verbessern (mit einer simultanen Erhöhung der mechanischen 
Belastbarkeit des tissue-engineerten Gewebekonstrukts) und die Zellaktivität in 
vitro zur Matrixsynthese, -wiederherstellung und -aufrechterhaltung zu 
modulieren oder gar zu steigern. Denn für einen klinischen Erfolg in Form einer 
erfolgreichen Gewebsintegration post-implantationem ist es unumgänglich, 
dass tissue-engineerte Meshgrafts die Qualität nativen Gewebes (hinsichtlich 
Matrixkomposition, Organisation und mechanische Eigenschaften) erreichen. 
Obwohl bereits Studien bezüglich Produktion und Verwendung azellulärer 
perikardialer Matrices existieren, ist über die Rolle und Charakterisierung 
perikardialer Zellen im Bereich des Tissue Engineerings perikardialer 
Patchstrukturen  in der Literatur bisher nur wenig bekannt (s. auch Kapitel 
2.1.1.3 sowie 2.4). [7,15]  
Trotz einer inhomogenen Ergebnisauswertung konnte mit dem 
Bioreaktorsystem „Peri I.2“ jedoch grundsätzlich eine erfolgreiche Ausbildung 
komplexer perikardialer extrazellulärer Matrixstrukturen nachgewiesen werden, 
ausgehend von einem zellbesiedelten Fibringelscaffold (Kapitel 4.1.2.3). Hierbei 
zeigte sowohl die makroskopische als auch histologische Auswertung - bis zum 
Kultivierungszeitpunkt von 12 Tagen – eine noch bestehende insuffiziente 
Neogewebssynthese, die für die offensichtliche mechanische Instabilität 
verantwortlich erscheint. Ein weiterer Grund für die mechanische Instabilität 
mögen zudem auch die unterschiedlichen Größen der zu tissue-engineerten 
Spaltlücken gewesen sein. Dies ist auf die manuelle Produktion der 
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entsprechenden Inzisionen zurückzuführen (s. z.B. Abbildung 4-1). Denn mit 
zunehmender Größe der Spaltlücke muss in Relation zur kultivierten Zeit eine 
größere Fläche modifiziert und in Neogewebe umgewandelt werden (zum 
Nachteil eines manuell stark gedehnten Meshs).  
Besonders auffällig war des Weiteren die lokal unterschiedliche Ausprägung 
des Neogewebes: Es fiel eine deutlich einseitige Dominanz auf, verbunden mit 
einer hohen Syntheseaktivität auf der Silikonmemban-zugewandten Seite. Ein 
uneinheitliches Auspolymerisieren während der Applikation beim Aufbau könnte 
hierbei teilweise für die uneinheitliche Organisationsstruktur verantwortlich 
gewesen sein. Denn nur wo ein Scaffold als (besiedeltes) Gerüstkonstrukt 
vorhanden ist, kann eine Gewebsexpansion mittels Zellmigration und -
Proliferation erwartet werden. Es wäre denkbar, dass bei der Applikation ein 
Teil des Fibringels entlang der Schnittlücke unter das native Gewebe geflossen 
ist, bevor der Polymerisationsprozess endgültig eingesetzt hatte. Dies könnte 
eine mögliche Erklärung für die auffällige Verteilung und einseitige Formgebung 
des Präparates sein. Dennoch wird dadurch nicht hinreichend erklärt, warum 
der Umbau des Gels in den unteren und vor allem lateral gelegenen Regionen 
weiter fortgeschritten gewesen war. Es sei denn, der physikalische 
Dehnungsreiz hätte einen überwiegend negativen Einfluss auf das Zellverhalten 
und die Neogewebsentwicklung ausgeübt, was zur Inhibition der 
Matrixsezernierung geführt hätte. Die durch die tragende Silikonmembran 
gestützte Präparatseite könnte dabei zu einem gewissen Grad vor einer 
drohenden Überdehnung und Dissektion von Scaffold und Nativgewebe 
geschützt gewesen sein, was sich positiv auf die ECM-Produktion ausgewirkt 
haben mag. Dafür spräche auch der Umstand, dass mit steigenden Frequenzen 
(f=5/min → f=10/min) in den examinierten Kultivierungsversuchen eine 
größtenteils nekrotische Gerüststruktur beobachtet wurde, die keinen Kontakt 
mehr zum nativen Rand der Meshlücken aufgewiesen hatte. Ferner zeigte die  
Auswertung eine klare Expansionsneigung des bestehenden nativen Gewebes 
in Form von Neogewebsfronten in die Fibringelmatrix hinein,  unabhängig von 
dem Vorhandensein applizierter Zellen in der Scaffoldmatrix. Es ist 
anzunehmen, dass aus diesem Grund die Einschätzung der ursprünglichen 
Nativgrenzen erschwert und die Gewebsdicke seitenabhängig unterschiedlich 
stark gewesen war. Fibringel und Nativgewebe scheinen demnach miteinander 
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in Kontakt bleiben zu müssen, um eine erfolgreiche (Neogewebs-)Expansion zu 
erzielen. 
Wenn nun also die Sezernierungsleistung applizierter Perikardzellen im 
Scaffold nicht dasselbe qualitative Niveau erreicht hatte wie die expandierende 
Nativmatrix selbst, blieb die Frage offen, ob bei einer solch positiven 
Akquirierung und Expansion nativer Gewebe in Fibringelmatrices eine 
Zellaussaat überhaupt von Vorteil bzw. vonnöten wäre. An dieser Stelle wurde 
die Dringlichkeit  einer Klärung des Ursprungs der vorhandenen Zellen im 
Fibringel deutlich. Denn nur wenn vorhandene native Perikardzellen den 
Umbau des Fibringels in Neogewebe eigenständig und ausreichend 
ermöglichten, wäre grundsätzlich ein Verzicht auf ein zellbesiedeltes 
Primärscaffold denkbar. Die Notwendigkeit einer Zellaussaat könnte dann auch 
abgewogen werden gegen den Aufwand der vorherigen Zellisolation (mit 
dementsprechendem Verlust an wertvollem autogenem Nativgewebe im Falle 
einer geringen Ausgangsmenge) und ihrer Kultivierung mit anschließender 
Aussaat, was prinzipiell ein zusätzliches Kontaminationsrisiko in sich bergen 
würde. 
Es ist inzwischen weithin akzeptiert, dass das biodegradierbare Fibrin (als 
erfolgreiche Scaffoldalternative zu synthetischen Materialien) durch 
verschiedenste Mechanismen die Migration und Proliferation von Fibroblasten 
fördert. Aus diesem Sachverhalt wurde sogar schon klinischer Nutzen gezogen 
(Fibrinkleber bei der Wundheilung etc). [34,84,85] Perikardzellen sind ebenso 
wie Fibroblasten mesodermalen Ursprungs und weisen daher ähnliche 
Charakteristika auf (s. auch Kapitel 2.1.1.3). [7] Basierend also auf der 
Schlussfolgerung, dass Fibringelscaffolds einen Proliferations- und Migrations-
Reiz auf Fibroblasten ausüben, darf die Hypothese aufgestellt werden, dass 
Perikardzellen ebenfalls in dieser Weise durch das Fibringel beeinflusst werden. 
Diese Annahme wird durch die Versuche mit der modifizierten laminaren 
Strömungskammer unterstützt. Vergleicht man Scaffoldmatrices mit applizierten 
Zellen mit denen, welche zellfrei auf die zu kultivierenden Proben gegeben 
worden waren, so lassen sich im Fibringel-Neomatrixkonstrukt eindeutig Zellen 
(DAPI) in signifikanter Ausprägung nachweisen (Kapitel 4.1.2.4). Ob diese nun 
allein migrationsbedingten Ursprungs sind oder gar durch Proliferation 
entstanden sein mögen, lässt sich im Rahmen dieser Versuchsauswertung 
nicht zweifelsfrei bestätigen. Die Gegenüberstellung mit reinen Nativpräparaten 
                                                                                                         DISKUSSION 
99 
 
befürwortet zwar offenbar die Hypothese einer gleichzeitigen Stimulation zur 
Proliferation, da sich dort insgesamt deutlich weniger Zellkerne detektieren 
ließen. Aber ein Proliferationsassay könnte hierüber genauen Aufschluss 
bieten. Wie bereits in Kapitel 2.3.1.1 erläutert, diente das Fibringel dabei den 
Zellen als eine Art Vehikel, um in die originär zellfreie Matrix vorzudringen.  
Verglichen mit den Proben, in deren Scaffolds Zellen ausgesät worden waren, 
schienen diese Matrices sich jedoch trotz gleicher Kultivierungszeit in einem 
früheren Gewebsentwicklungsstadium befunden zu haben (erkennbar an der 
Matrixkomposition). In diesem Zusammenhang mag der Zeitfaktor von 
Bedeutung gewesen sein, da native Zellen erst aus dem originären Gewebe 
migrieren und proliferieren mussten, bevor sie mit dem Aufbau einer neuen 
ECM im Scaffoldgerüst beginnen konnten. Es ist aber bereits hier interessant 
zu bemerken, dass die zellbesiedelte Scaffoldvariante unter laminaren 
Strömungsbedingungen eine wesentlich homogenere Matrixkomposition 
produziert hat, als es im „Peri I.2“-System erreicht wurde. Ferner erweckten 
sogar überraschenderweise nach der gleichen Kultivierungszeit im Versuch A 
beide Scaffoldtypen (mit und ohne Zellaussaat) den Eindruck einer ähnlichen 
Zelldichte (DAPI) in der Fibringelmatrix, was zumindest auf ein großes 
Migrationspotential hinweist.   
In vivo migrieren Fibroblasten in natürlich geformte Fibringerinnsel um ca. Tag 5 
nach erlittenem Trauma, proliferieren und sezernieren Kollagen, welches 
schließlich das degradierte Blutgerinnsel ersetzt. [86] Diese Daten unterstützen 
unsere Beobachtung des evaluierten Migrationsprozesses (Versuch B), bei dem 
wir nach vier Tagen noch keine aktive Migration ins Fibringel verzeichnen 
konnten; allenfalls eine Umgruppierung von Zellkernen im Nativgewebe in 
Ausrichtung zur angrenzenden Fibringelschicht (vgl. Abbildung 4-8  sowie 
Abbildung 4-9).  
Dennoch wurden schließlich die bisherigen Beobachtungen aus Versuch A 
durch die Examination der über 20 Tage kultivierten Probe in Versuch B 
verifiziert: Native Perikardzellen migrieren aktiv in die Fibringelmatrix und 
proliferieren dort, um schließlich das degradierbare Bioscaffold durch 
extrazelluläre Matrix zu ersetzen. Die Zellzahl wurde auch hier in der DAPI-
Kernfärbung in hoher Menge eindrucksvoll nachgewiesen. Ihre auffällige 
Gruppierung am Schnittrandübergangsbereich (von Nativgewebe zu Fibringel) 
erinnert zudem an ihren nativen Ursprung. In Anbetracht dieser Ergebnislage 
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darf nun die Notwendigkeit einer Zellaussaat klar in Frage gestellt werden. Es 
erscheint aufgrund der bisherigen Datenlage sogar sinnvoll zu behaupten, dass 
ein Zell-seeding gar nicht notwendig ist, um qualitativ hochwertige und 
autogene Ergebnisse zu erzielen. Ein längerer Kultivierungszeitraum könnte 
hierüber genaueren Aufschluss geben.    
Vergleicht man nun die bisher in der Literatur beschriebenen Studien und 
Techniken perikardialen Tissue Engineerings mit den hier vorliegenden 
Ergebnissen, muss an dieser Stelle die aktive Zellmigration aus nativem 
Gewebe als ein definitiver Vorteil und als eine unverzichtbare Ressource in 
perikardialer Gewebsentwicklung gewertet werden; z.B. im Hinblick auf 
Forschungen bezüglich der Azellularisierung vorhandenen Nativgewebes. [15]  
Das humane kardiale Interstitium besteht hauptsächlich aus Kollagen mit 
geringen Anteilen an Fibronektin, Laminin und Elastin. Die hauptsächlich 
vorkommenden fibrillären Kollagene im Myokard beispielsweise sind die 
Kollagene der Typen I, III und VI. [87] Sie bestehen aus drei Peptidketten, die 
während ihrer Entstehung miteinander vernetzt werden und dadurch eine sehr 
stabile und degradationsresistente Struktur ausbilden. Kollagen Typ I macht ca. 
80-85% des gesamten kardialen Kollagens aus, gefolgt von Kollagen Typ III 
(10-45%) und Typ VI (5%). [88] Kollagen Typ I repräsentiert also den 
Hauptbestandteil dieser ECM, dem Studien eine bedeutende Rolle in der 
Aufrechterhaltung der strukturellen und funktionellen Integrität des Herzens 
beimessen. [87]  Auch porcines Perikard setzt sich größtenteils aus Kollagen 
zusammen. [89] Der höhere Anteil an Kollagen Typ I in perikardialer ECM wird 
dabei nach Braga-Vilela et al. einem evolutionären Adaptationsprozess des 
Kollagens zugesprochen, das es ihm ermögliche, den konstanten 
mechanischen Beanspruchungen zu widerstehen, die sich aus den systolischen 
und diastolischen Belastungsfaktoren ergeben. [89] Kollagen Typ I wie auch 
Typ III konnten ebenso für all unsere examinierten porcinen Perikardproben in 
der gesamten ECM nachgewiesen werden. Dennoch waren qualitativ lokale 
Unterschiede in der Ausprägung der Detektierbarkeit der genannten 
Komponenten - besonders in den Schnittlücken der Perikardmeshkonstrukte - 
differenzierbar. 
Sowohl die im „Peri I.2“-System kultivierten Proben als auch diese aus der 
modifizierten laminaren Strömungskammer bestätigten qualitativ die Dominanz 
von Kollagen I. Insbesondere in den mechanisch stark belasteten 
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Meshregionen der „Peri I.2“-Exemplare konnte ein Überwiegen des Typ I schon 
nach zwölftägiger Kultivierung nachgewiesen werden, obwohl die 
Neogewebsentwicklung in diesen Regionen noch nicht abgeschlossen wirkt 
(Abbildung 4-5). Zu diesem Punkt ist gleichfalls anzumerken, dass Kollagen I im 
Rahmen der Wundheilung und Narbenbildung ebenso den größten Anteil der 
ECM in Narbengeweben stellt. Eine weitere Interpretation mag deshalb also 
auch eine beginnende narbige Degeneration der Fibringelmatrix sein, 
verursacht durch die mechanische Überbeanspruchung des Gewebes. 
Demgegenüber demonstrierten die Proben aus der laminaren 
Strömungskammer unterschiedliche Aspekte. In Versuch A sah man in der 
zellfreien Fibringelscaffoldvariante ein Überwiegen von Kollagen Typ I innerhalb 
der Schnittlücke im Vergleich zu Kollagen Typ III, während die zellbesiedelte 
Scaffoldprobe eine deutlichere Ausprägung von Kollagen III im Spalt aufwies. 
Allerdings wirkt der Bereich mit dem höheren Anteil an Typ I im zellfreien 
Fibringel mit bereits nativen Gewebsmerkmalen in seiner ECM-Organisation gut 
strukturiert. Daher könnte man aufgrund seiner ununterbrochenen Verbindung 
zum nativen Schnittlückenrand  darauf schließen, dass in diesem Fall das 
native Gewebe ins Fibringel hinein neosynthetisch expandiert ist. Eine 
mechanische Beanspruchung in dieser tiefen Probenregion bei der gleichzeitig 
nur gering angelegten Flussgeschwindigkeit des Mediumstroms von 100ml/min 
ist nicht von einer mechanischen Überbeanspruchung auszugehen, die eine 
solche Belastungsreaktion provozieren würde, und somit als positiv zu 
bewerten. Andererseits spräche der höhere Kollagen III –Anteil im Spalt der 
zellbesiedelten Scaffoldlücke für den frischen Organisationsprozess der 
Neogenese perikardialer ECM und sollte zu diesem Kultivierungszeitpunkt (12d) 
nicht als negativ interpretiert werden. Vergleicht man diese Ergebnisse nun mit 
den Proben nach 20-tägiger Kultivierung, ist dort jedoch ein homogeneres 
Detektionsmuster über die gesamte Scaffoldstruktur auszumachen, was für den 
Vorteil einer verlängerten Kultivierungsphase spricht. Allerdings fehlt es hier an 
einem quantitativen Bezug, sodass diesbezüglich eine eingehendere 
Erforschung sinnvoll erscheint.  
Elastin als weiteres markiertes Element der untersuchten ECM entpuppte sich 
auch hier als immer noch kritische Komponente der in vitro-Gewebsgenese. Wo 
Elastin in vivo nur in marginalen Mengen detektiert werden konnte, erwies sich 
der Nachweis bzw. die Elastogenese in biodegradierbaren (synthetischen) 
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Polymeren als Scaffoldstrukturen bereits in anderen wissenschaftlichen Studien 
als äußerst problematisch. Denn seine in vitro-Synthese scheiterte in vielen 
Anwendungsversuchen und schien bisher offenbar nur bei einer optimalen 
Kombination von Scaffoldmaterial und biomechanischen Stimuli zu gelingen. 
[90,91,92,93] Zum Zeitpunkt der Entstehung dieser Dissertation konnte 
allerdings nur wenig Literatur zum Thema perikardialer Elastogenese ausfindig 
gemacht werden. Indes entdeckten Tranquillo et al., dass Kollagenscaffolds 
sogar eine geringere Elastinsynthese induzierten als solche aus Fibringel, was 
einen weiteren Vorzug für die Nutzung von Fibringelen als Scaffoldmaterial 
bedeutet. [94] Hinsichtlich der Fibringelmeshkonstrukte der vorliegenden Arbeit 
zeigte sich wiederum in allen examinierten Proben eine netzartig gewundene 
Verteilung im nativen Perikardgewebe, während die Fibringelmatrices zumeist 
bloß eine teils diffuse und strukturlose Detektionsantwort demonstrierten. Dies 
ließ sich auch in histologisch kaum veränderten Fibringelarealen nachweisen 
und warf deshalb die Frage nach einer möglichen Autofluoreszenz auf. Aber 
nicht nur die vorliegenden Negativkontrollen in dieser Arbeit sondern auch 
Veggian et al. demonstrierten bereits, dass reines Fibringel prinzipiell keinen 
Bindungspartner für die untersuchten Antikörper darstellt oder unspezifische  
Hintergrundfärbungen verursacht. [95] Dennoch ließ sich zumindest für die 
Versuchsauswertung der Probe „d=4“ (Versuch B) eine gewisse Form diffuser  
Autofluoreszenz (auch nach mehrmaliger Färbung) nicht ausschließen 
(Abbildung 4-9). Zu diskutieren wäre diesbezüglich eine Anreicherung von 
detektierbaren Grundkomponenten untersuchter Matrixbestandteile, die 
womöglich aus dem Proliferationsmedium mit seinen angereicherten Zusätzen 
(vgl. auch Kapitel 3.1.4) stammen und in das Fibringel diffundiert sein könnten. 
In den Fällen, wo eindeutig Matrixstrukturen in den kultivierten Exemplaren 
nachgewiesen werden konnten, immunhistochemisch allerdings ebenfalls nur 
homogene aber weniger organisierte Detektionsmuster gesehen wurden, wäre 
dessen ungeachtet ebenfalls eine Sezernierung von Grundbausteinen der 
untersuchten Matrixkomponenten ins Scaffold durch (migrierte) Perikardzellen 
denkbar. Obwohl diese womöglich noch nicht ihre endgültige 
Organisationsstruktur ausgebildet haben, wäre ein Vorhandensein der 
Einzelkomponenten jedenfalls nachvollziehbar und logisch, da die ECM sich in 
einem kontinuierlichen Synthese- und Remodellierungsprozess befindet, bei 
dem die benötigten Bestandteile nicht bereits fertig aus den Zellen 
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ausgeschleust sondern erst nach und nach aufgebaut werden müssen. Dieses 
Phänomen ist insbesondere für den Elastin-Antikörper in den untersuchten 
Mustern - z.B. ringförmig um die vorhandenen Zellen herum exprimiert - zu 
beobachten, sodass also von einer zwar unvollendeten jedoch nachweisbaren 
Elastogenese gesprochen werden dürfte, was durch den parallelen Aufbau der 
übrigen ECM-Strukturen argumentativ gestützt wird. Gleichzeitig wird auch hier 
der Zeitraum der Kultivierung für den Matrixaufbau eine wichtige Rolle spielen. 
Tendenziell weisen außerdem die nativen Neogewebsausläufer vieler Proben 
im Vergleich zur restlichen Neogewebs-Fibringelmatrix häufig einen sogar 
schon vollendeten Strukturaufbau auf, was für die erst späte Fertigstellung der 
endgültigen Formation spräche.  
Insgesamt lässt sich also sagen, dass die untersuchten ECM-Komponenten 
(abhängig vom Kultivierungsstadium) durch migrierte Zellen in ein ursprünglich 
zellunbesiedeltes Fibringelscaffold aufgebaut werden konnten, deren Qualität 
vielversprechende Hinweise auf eine global erfolgreiche Matrixgenese anzeigt 
(ohne die Notwendigkeit einer zellbesiedelten Fibringelmatrix). Auch wenn ein 
vollständiger Verschluss der Spaltlücke bisher ausgeblieben ist, konnte eine 
kontinuierliche Verbesserung der Neogewebssynthese in der Fibringelmatrix 
(auch ohne vorherige Zellaussaat) erzielt werden. Des Weiteren muss der 
physikalische Belastungsstress einer zyklischen Dehnung in dieser Form als 
kontraproduktiv für die Neogewebssynthese perikardialer Meshgraftkonstrukte 
auf Fibringel-Basis gewertet werden, was sich offenbar durch die positive 
Entwicklung unter laminaren Strömungsbedingungen bestätigt. Das 
dynamische Kultivierungsprinzip des laminaren Scherstresses scheint sich 
somit zu bewähren.  
Unklar bleibt allerdings, warum die Probe des 8. Tages (Versuch B) ein 
generelles „non-responding“-Muster aufweist: Es lassen sich weder Zellen noch 
adäquate ECM-Strukturen detektieren. Da alle anderen Strukturen aus diesem 
Versuchsdurchlauf vollkommen konträre Ergebnisse demonstrierten (sowohl 
nativ als auch Scaffold-bezogen), ist hier von einer außerordentlichen Situation 
auszugehen, die zu einer Avitalität bis hin zur generellen Degeneration der 
Probe geführt haben muss. Möglicherweise lagen bereits von Anfang an lokal 
unterschiedliche Zellkonzentrationen in der verwendeten Biopsie vor, sodass in 
dem kultivierten Gewebsstück per se eine schlechtere Ausgangslage 
vorgelegen haben könnte. Denn ohne Zellen wäre ein Remodelling der 
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vorhandenen Gewebsstrukturen nicht möglich gewesen. Oder es könnte eine 
latente Kontamination des Bioreaktorsystems vorgelegen haben, die während 
des Kultivierungszyklusses in einem makroskopisch unauffälligen Stadium 
verblieben war (bedingt durch regelmäßigen Mediumwechsel bei relativ großem 
Mediumgesamtvolumen). Da der Bioreaktor zur Entnahme der Proben 
insgesamt zweimal innerhalb dieses Versuchsdurchlaufs geöffnet werden 
musste (Tag 4 und Tag 8), war somit auch gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit 
für das Auftreten einer Kontamination gestiegen.  
Grundsätzlich wäre zwar ebenso eine schlechte Nutrition des Gewebes 
denkbar, verursacht z.B. durch eine zu große Diffusionsbarriere, was sekundär 
zum Untergang der Zellen geführt haben mag. Dem widersprechen allerdings 
die Hinweise auf eine fortgeschrittenere Gewebsentwicklung gerade der tiefer 
gelegenen Probenabschnitte, wie sie in mehreren Perikardmesh-Konstrukten 
aufgefunden wurden. Weiterhin sorgte die statisch-laminare Strömung für eine 
ständige Aufrechterhaltung des für eine Diffusion benötigten 
Konzentrationsgradienten, indem das Medium Stoffwechselendprodukte von 
der Oberfläche der kultivierten Probe im Fluidstrom abführt bzw. puffert und so 
den Gradienten zur tiefer gelegenen Matrix permanent konstant halten konnte. 
Verglichen mit den übrigen Proben dieser Versuchsreihe sollte demnach davon 
ausgegangen werden, dass es sich hierbei um ein untypisches Versagen der 
kultivierten Proben handelte (z.B. aufgrund einer Kontamination des Systems) 
und wahrscheinlich nicht in Bezug zu der positiven Entwicklungsreihe 
perikardialer Meshkonstrukte steht.  
5.3 Optimierungsansätze für die nächste Entwicklungsstufe 
 
Abschließend lassen sich daher folgende Aspekte für eine zukünftige 
Verbesserung im Umgang mit tissue-engineerten Perikardmesh-
Fibringelkonstrukten zusammenfassen: 
 
 Entwicklung einer neuen Bioreaktorgeneration nach dem bewährten 
dynamischen Konzept der laminaren Strömung mit exakter Bestimmung des 
biophysikalischen Scherstresses auf die Proben. 
 Optimierung der Positionierungs- und Fixationsmethodik des zu 
kultivierenden Konstruktes (zur Verhinderung artifiziell provozierter 
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Traumata oder Dissektionen von Scaffold und Nativgewebe, mit 
vereinfachterem Zugang zum Meshkonstrukt im Bioreaktorsystem, leichterer 
und schonenderer Entnahmetechnik beim Abbau des Systems sowie 
optimierten Strömungsbedingungen über der kultivierten Probe), 
 Verzicht auf separate Nutritionskanäle aufgrund der regelmäßig positiven 
Neogewebsentwicklungen in der Tiefe der Präparate, 
 Im Falle einer Kultivierung mit höheren Flussraten (> 100ml/min): 
Optimierung der Konnektoröffnungen: Konisierung der 
Reaktorzugangsöffnungen könnten zu einer Optimierung des Mediumstroms 
beitragen, 
 Evaluation eines verlängerten Kultivierungszeitraums für perikardiale 
Meshkonstrukte auf Fibringel-Basis, 
 Weiterverfolgung einer Optimierung von Kultivierungsbedingungen 
zugunsten zellfreier Fibringelscaffolds, 
 Normierung der uneinheitlichen Formgabe des Meshs durch Größen-
standardisierte Instrumente zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse 
(in einem ersten Schritt z.B. durch Stanzsysteme), 
 Bestimmung der idealen Meshgröße in Relation zur Kultivierungsperiode, 
 Erweiterung der zur Verfügung stehenden Auswertungsmethodik (wie z.B. 
die Durchführung eines Proliferationsassays zur Klärung des 
Stimulationsverhaltens von Fibringelscaffolds auf die 
Perikardzellproliferation sowie die Quantifizierung des Anteils verschiedener 
Kollagentypen in der ECM; z.B. über spezifische Farbstoffe wie bei der 
Sirius Red-Methode im polarisierten Licht oder mittels ELISA). [96] 
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6 Zusammenfassung 
Perikardgewebe ist heutzutage als Patchstruktur ein etabliertes Material in der 
rekonstruktiven Kinderherzchirurgie. Ausgehend von der eingeschränkten 
Verfügbarkeit einer ausreichenden Menge autogenen Perikards entstand die 
Idee der in vitro-Expansion perikardialen Gewebes mit Hilfe der Prinzipien des 
Tissue Engineerings auf der Basis einer Meshgraft-Technik. Ihre Umsetzung 
fand bereits in einem Pilotversuch Anwendung, bei dem ein neuartiges 
Bioreaktorsystem die Realisierbarkeit dieses Konzeptes grundsätzlich 
bestätigte. Die Zielsetzung dieser Dissertation widmete sich nun der 
Verbesserung der Neogewebssynthese durch verschiedene 
Kultivierungsbedingungen und -systeme, um die Resultate der in vitro-
Expansion zu optimieren. Ferner sollte das Migrations- und 
Proliferationsverhalten perikardialer Zellen in Kombination mit Fibringelmatrices 
erforscht werden. Die Kultivierungsversuche mit dem originären 
Bioreaktorsystem („Peri I.2“) zeigten mit steigender Frequenz zyklischer 
Dehnung (f≤10/min) eine ungünstige Neogewebsentwicklung, verbunden mit 
Scaffolddissektionen und Zelluntergängen. Eine vergleichende dynamische 
Kultivierung unter laminaren Strömungsbedingungen demonstrierte wiederum 
einen positiven Verlauf hinsichtlich der Produktion perikardialer ECM und 
Matrix-Remodellierung. Ferner konnte in dieser Dissertation erstmals 
aufgedeckt werden, dass Perikardzellen aktiv aus nativem Gewebe in 
Fibringelmatrices migrieren, stimuliert durch die Fibringelmatrix selbst. Ihre 
hohe Anzahl im zuvor unbesiedelten Scaffold führt  zu einer vielversprechenden 
Syntheseleistung, sodass ein Zell-seeding des Primärscaffolds durch die 
vorliegenden Resultate sogar nun gänzlich infrage gestellt werden darf. Native 
Perikardzellen stellen aus diesem Grund eine vielversprechende Ressource 
dar, die zuversichtliche Erwartungen für die Zukunft bereithält. Optimierte 
Kulturparameter (verlängerte Kultivierungszeit, Begrenzung der 
Meshlückengröße, Einfluss des laminaren Scherstresses auf die kultivierten 
Proben etc.) könnten zur Verbesserung der Neogewebssynthese beitragen und 
so möglicherweise zu einer Steigerung der funktionellen und mechanischen 
Eigenschaften des expandierten Gewebes führen (bis hin zu einem 
vollständigen Spaltlückenverschluss) mit der Aussicht auf einen erfolgreichen 
klinischen Einsatz als autogenes, in vitro-synthetisierbares Biomaterial. 
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7 Anhang 
7.1 Abkürzungsverzeichnis 
   
ATP Adenosintriphosphat 
DAPI  4′,6-Diamidino-2-phenylindol 
DMEM Dulbecco´s modified eagle medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
EPDM Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk 
EW  Entwicklungswoche 
ECM  Extrazelluläre Matrix 
FCS  Fetal calf serum 
FDA  Food and Drug Administration 
FSF  Fibrin-stabilisierender Faktor 
HEPES N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N´-[2-ethanesulfonic acid] 
MMP  Matrix-Metalloproteinasen 
PBS  phosphate buffered saline 
PMMA Polymethylmethacrylat 
POM  Polyoxymethylen 
RT  Raumtemperatur 
RTV   Raum-Temperatur-Vulkanisation 
RZB  relative Zentrifugalbeschleunigung (RZB = 1,118 * 10-3 * n2 * r)  [g] 
        n: Drehzahl [min-1]  
        r: Zentrifugenradius [cm]   
Sh Shore-Härte A/D (Werkstoffkennwert für Elastomere und 
Kunststoffe) 
SM  smooth muscle 
TBS  Tris buffered saline 
TCPC  total cavopulmonary connection 
TGF  Transforming Growth Factor 
TRIS  Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
VSD  Ventrikelseptumdefekt 
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7.2 Liste der Materialien und Geräte 
7.2.1 Verbrauchsmaterialien 
Produkt Firma Artikel-Nr./ Bezeichnung 
Biopsy Foam Pads (30,2 x 25,4 x 2mm, 
blau) 
Simport M476-1 
Combi-Stopper (Verschlusskonus rot, 
Luer Lock innen und außen) 
B.Braun 4495101 
Dialysemembran 
Spectrum 
Laboratories 
132 655 
Spectra/Por MWCO: 6-8.000 
Discofix -3 
(Mehrwegehahn für Infusionstherapie) 
B.Braun 4095111 
Einbettkassetten für Biopsien Roth AA78.1 
Einmal-Sterilfilter 0,22 µm MILLIPORE 
SLGPO33RB 
MILLEX -GP 0,22µm Filter Unit 
Einmal-Sterilfilter 5,0 µm MILLIPORE 
SLSVR25LS 
MILLEX -SV 5,0µm Filter Unit 
Heidelberger Verlängerung 
(zur Verlängerung von Infusions- und 
Transfusionsleitungen) 
B.Braun 
04097262 
Schlauchlänge: 100 cm 
Anschlussstück: Luer Lock 
Intrafix  Air-matic  
(Druck-Infusionsgerät mit automatischer 
Belüftung) 
B.Braun 
4063988 
Schlauchlänge: 180 cm 
Anschlussstück: Luer Lock 
Kryoröhrchen Greiner bio-one 
Kat.-Nr. 122 279 
Cryo.s® 
Mikrotiter Platten 96 Well BD FalconTM Kat.-Nr. 351172 
Objektträger für Mikrotomschnitte 
(Superfrost ) 
Menzel-Gläser 
GmbH & Co KG 
J1800AMNZ 
OP-Handschuhe (Latex, puderfrei) Ansell Ltd 352513, Micro-Touch  PF2 
Original Perfusor -Leitung PE B.Braun 
825505/9 
Schlauchlänge: 50 cm 
Anschlussstück: Luer Lock 
Pasteur – Pipetten (230 mm) BRAND Kat.-Nr. 7477 20 
Petrischalen 100x20 mm SARSTEDT 83.1802 
Pipetten 
25 ml 
10 ml (einzeln verpackt, schmale 
Öffnung) 
10 ml (25er-Packung, schmale Öffnung) 
10 ml (einzeln verpackt, weite Öffnung) 
BD FalconTM 
 
Kat.-Nr. 357525 
Kat.-Nr. 357551 
Kat.-Nr. 357530 
Kat.-Nr. 357504 
Kat.-Nr. 357543 
                                                                                                                ANHANG 
109 
 
5 ml 
2 ml 
1 ml 
Kat.-Nr. 357507 
Kat.-Nr. 357522 
Pipettenspitzen 
10 µl 
100 µl 
300 µl 
1000 µl 
Eppendorf 
epT.I.P.S. filter 
Kat.-Nr. 0030 077.040 
Kat.-Nr. 0030 077.067 
Kat.-Nr. 0030 077.083 
Kat.-Nr. 0030 077.105 
Polypropylen Röhrchen  15 ml 
(mit Schraubverschluss, Bodenform 
konisch) 
BD FalconTM Kat.-Nr. 352096 
Polypropylen Röhrchen  50 ml 
(mit Schraubverschluss, Bodenform 
konisch) 
BD FalconTM Kat.-Nr. 352070 
Reaktionsgefäße (1,5 ml) SARSTEDT Kat.-Nr. 72.690 SAFETY CAP 
Mikroskopierschere RSG 
Kat.-Nr. 233-1454 (VWR 
International GmbH) 
Skalpell (bauchige Form) FEATHER 
02.001.30.023 
Disposable scalpel No.23 
Skalpell (gerade Form) FEATHER 
02.001.30.011 
Disposable scalpel No.11 
Spritzen 10 ml 
BD Discardit 
IITM 
Kat.-Nr. 309110 
Steriles Abdecktuch (2-lagig, 45x75 cm) 
Lohmann & 
Rauscher 
11158 / Raucodrape  
Untersuchungshandschuhe (Naturlatex, 
puderfrei) 
Semperit SCS7S3 0605 
Zellkultur Flaschen T25 BD FalconTM 
Kat.-Nr. 353108 
 
Zellkultur Flaschen T75 Greiner bio-one 
Kat.-Nr. 658 175 
Filter Top Zellkultur Flaschen 
Zellkultur Platten 12 Well BD FalconTM Kat.-Nr. 353043 
Zellkultur Platten 6 Well BD FalconTM Kat.-Nr. 353046 
 
                                                                                                                ANHANG 
110 
 
 Gebrauchsmaterialien 
Produkt Firma Artikel-Nr./ Bezeichnung 
2-Stopper-Schlauch zur 
Strömungsumlenkung im Bioreaktor (12 
cm)  
(ID 3,17mm  WS 0,86mm AD 4,89mm) 
Ismatec 
SC 0222 
Material: Silikon (Tygon ST 
R3607) / 50 Shore 
DakoCytomation Pen (Fettstift für 
Histologie) 
DakoCytomation S 2002 
Färbekasten nach Hellendahl (mit 
Erweiterung, 60x55x105 mm, aus Kalk-
Soda-Glas, für 16 Objektträger) 
Roth H550.1 
Feuchte Kammer 
Simport 
(Bestellung über 
Fa. STARLAB) 
StainTrayTM – Slide Staining 
System made of ABS Plastic 
M920-2 
Freezing Container 1°C/min 
(gefüllt mit 250 ml Isopropylalkohol) 
Nalgene  
Laborartikel 
Kat.-Nr. 5100-0001, "Mr. 
Frosty" 
Inbus 3mm (DIN 911) WGB - 
Metall-Gießformen für 
Gewebeeinbettung 
LabTec - 
O – Ring - Bioreaktor 
(42 mm / 2 mm) 
Simrit 
00447364 
Material: EPDM / 70 Shore 
O – Ring - Bioreaktor 
(45 mm / 2 mm) 
Simrit 
00446441 
Material: EPDM / 70 Shore 
O – Ring - Bioreaktor 
(12 mm / 2 mm) 
Simrit 
00448455 
Material: EPDM / 70 Shore 
Pinzetten (anatomisch / chirurgisch) AESCULAP AG - 
Pumpenschlauch – Bioreaktor  
(ID 6,4mm  WS 1,6mm  AD 9,6mm) 
Ismatec 
MF 0013 
Material: PharMed  
Ismapren  64 Shore 
Silikonschlauch – Bioreaktor  
(ID 6,4mm  WS 1,6mm  AD 9,6mm) 
Ismatec 
SC 0584 
Material: Silikon Platin 
(Tygon SI 3350) / 50 Shore 
 
 
 
 
 
                                                                                                                ANHANG 
111 
 
7.2.2 Geräte 
Gerätebezeichnung Hersteller Artikel-Nr./ Bezeichnung 
Absaug-Gerät AESCULAP AG 
Chirurgie-Sauger 
LIPECTOM GF300 
Analysenwaage Sartorius AG Wägetechnik 
Sartorius Research 
R200D 
Beatmungsgerät Siemens-Elema Sweden 
SERVO VENTILATOR 
900B 
CO2 - Inkubator Sanyo MCO – 17AIC 
CO2 - Inkubator Binder 9140 – 0015 CB210 
Einbettautomat EG1150 Leica - 
Elektronische Präzisions- und 
Plattformwaage  
KERN & Sohn GmbH 
Kern 572-45 
(Wägebereich 5100 g) 
Elektronisches Zellzähl- und 
Analysesystem 
Innovatis AG CASY® Model DT 
Flüssigstickstoffbehälter 
(-196°C) 
Termolyne Locator 
Gefrierschrank (-21°C) Liebherr - 
Gefrierschrank (-80°C) Hereaus - 
Hellfeld-Mikroskop Zeiss 
AxioCam MRc, 
AxioImager D1 
Kolbenhubpipetten Eppendorf Research   - 
Kühlschrank (4°C) Bosch - 
Netzunabhängiges Pipettiergerät INTEGRA Biosciences AG Pipetboy acu 
pH - Meter HANNA instruments 
pH 211 Microprocessor 
pH Meter 
Photometer Thermo Spectronic Genesys 6 
Pumpenkopf 
ISMATEC 
Laboratoriumstechnik GmbH 
SB 2V, 
Schlauchpumpe 
ISMATEC 
Laboratoriumstechnik GmbH 
MCP Process IP65 
Schlittenmikrotom Leica - 
Sicherheitswerkbank Klasse 2 
Heraeus, Kendro Laboratory 
Products GmbH 
HERA safe 
Tischkühlzentrifuge Sigma Laborzentrifugen GmbH Sigma 3K 15 
Wärmeschrank (55°C) Heraeus - 
Wasserbad Memmert - 
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7.3 Liste der verwendeten Reagenzien 
 
Produkt Firma Artikel-Nr./ Bezeichnung 
Acetic Acid glacial 99% SIGMA A-6283 
Anilinblau Chroma 1B501 
Antibiotika/Antimykotika-Lösung (100x), 
flüssig 
10000 U Penicillin 
10000 µg/ml Streptomycin 
25 µg/ml Amphotericin B 
In 0,9% Kochsalzlösung 
PAA P11-002 
Anti-Elastin (Rabbit-Ig) Res Dia TP-592 
Anti-Koll-I (Rabbit-Ig) Acris R-1038 
Anti-Koll-III (Rabbit-Ig) Acris R-1040 
Calciumchlorid (CaCl2 * 2H2O) SIGMA C-3881 
Chloroform Merck 1.024.452.500 
Chromotrop 2R Chroma 1B259 
DAPI  (Stock-solution) 
Molecular 
ProbesTM 
D-21490 
di-Natriumhydrogenphosphat 
(Na2HPO4) 
Merck 1.06586.0500 
DMEM 
1000 mg/l D-Glucose 
3700 mg/l NaHCO3 
110 mg/l Natriumpyruvat 
862 mg/l L-Alanyl-L-Glutamin 
Gibco 
 
21885-025 (+1000 mg/L 
Glucose, GlutaMAXTM I, 
Pyruvat) 
 
DMSO SIGMA D-2650 
Eisenhämatoxylin A Chroma 2E032 
Eisenhämatoxylin B Chroma 2E052 
Eosin Y-Lösung, wässrig SIGMA HT-110216 
Euparal Roth 7356.1 
FCS Gibco 10270-106 
Fibrinogen SIGMA 
F-4883 
(from Human Plasma) 
Fluoreszenz-Eindeckmedium DAKO K-0110 
Formalin Solution 10% Accustain SIGMA HT50-1-128 
Formol (30-40%iges Formalin) SIGMA F-1635 
Gentamicinsulfat Roth 0233.4 
HEPES (C8H17N2O4SNa) SIGMA H-3784 
Isopropanol (2-Propanol) Merck 1.096.342.511 
Isopropylalkohol SIGMA I-0398 
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Kaliumchlorid (KCl) Merck 1.04936.0500 
L-Ascorbic acid 2-phosphate 
sesquimagnesium salt (C9H9Mg1.5O9P) 
SIGMA A-8960 
Mayers Hämalaun Merck 1.092.490.500 
Na2-EDTA GibcoBRL 15576-028 
Na-benzoat (C7H5NaO2) Merck 1.06290.1000 
Natriumchlorid (NaCl) SIGMA S-9625 
Natriumchlorid (NaCl) Merck 1.06404.1000 
Natriumdihydrogenphosphat Calbiochem  567549 
Paraffin-Pastillen Merck 1.07158.1000 
Pepsin SIGMA P-7000 
Phosphorwolframsäure Chroma 3D092 
Pikrinsäure SIGMA 925-40 
Serum (normal, goat) DAKO X0907 
Silicon (für Bioreaktormembran) 
R&G 
Faserverbund- 
werkstoffe 
GmbH 
4151300 
Silicon ELASTOSIL  (M4641) 
Gebinde / 550g 
Streptavidin-488 DAKO S-32354 
Thrombin SIGMA T-4648 (40 IU/mL), Lyophilisat 
Trasylol  0,5 Bayer Zul.-Nr.: 34579.00.00 
Triton X-100 SIGMA X-100 
Trizma  Base (NH2C(CH2OH)3) SIGMA T-6066 
Trizma  hydrochlorid (NH2C(CH2OH)3 * 
HCl) 
SIGMA T-3253 
Trypsin/EDTA (10x) PAA 
ViralexTM Trypsin/EDTA (10x), 
UV-inactivated 
Cat.No.: L 11-659 
Trypsin/EDTA (1x) PAA 
ViralexTM Trypsin/EDTA (1x), 
UV-inactivated 
Cat.No.: L 11-660 
Xylol - 
Apotheke (Universitätsklinikum 
Aachen) 
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7.4 Rezepturen für Puffer- und Färbelösungen 
 
 Transport - Puffer (10-fach konzentriert) 
 NaCl  40 g 
KCl   1,5 g 
Hepes 11,9 g 
- mit Aqua dest. auf 500 ml auffüllen 
- pH 7,5 einstellen 
- autoklavieren 
Glucose 10 g (in 20 ml Puffer lösen, steril filtrieren und dem Puffer  
zugeben) 
 
 Transport - Puffer (1-fach konzentriert) 
 Transport-Puffer (10x)   50 ml 
 Antibiotikum-Antimykotikum-Lösung 5 ml 
 - mit sterilem Aqua dest. auf 500 ml auffüllen 
 
 TBS - Puffer  
 Tris HCl  19,62 g 
 Tris Base  2,88 g 
 NaCl   36,0 g 
 KCl   0,9 g 
 - in 4 l Reinstwasser lösen 
 - pH 7,4 einstellen 
- mit Reinstwasser auf 4,5 l auffüllen (4 l für Dialyse, 500 ml zur 
Fibringelherstellung autoklavieren) 
- vor Gebrauch wird die Lösung 1:10 verdünnt 
 
 Carnoysche Lösung 
 Methanol  60% 
 Chloroform  30% 
 Eisessig  10% 
- dunkel lagern 
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 Bouin‘sche Lösung 
 Pikrinsäure, wässrig 15 ml 
 Formol   5 ml 
 Eisessig   1 ml 
 
 Trichrom Färbelösung (blau) 
 Chromotrop 2R  0,6 g 
 Anilinblau   0,3 g 
 Phosphorwolframsäure 0,8 g 
- in 100 ml Aqua dest. lösen 
- 1 ml Eisessig zugeben 
 
 0,5 M Essigsäure 
 28,62 ml konz. Essigsäure (Eisessig = 17,47 M) mit Aqua dest. ad 1 l 
  
 PBS-BT (Blocking-Reagenz) 
 PBS 
 Serum (normal, goat) 5 % 
 Triton X-100   0,1 % 
 
 DAPI - Färbelösung (300 nM) 
1:666-Verdünnung der DAPI stock solution (200µM in Aqua dest.) in 
PBS-BT 
  7,5 µl DAPI stock solution in 5 ml PBS-BT 
 
  
                                                                                                                ANHANG 
116 
 
7.5 Technische Zeichnungen  
7.5.1 Strömungskammer – Radialer 
Konstruktunterstützungsrahmen: Dichtungsring 
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7.5.2 Strömungskammer – Radialer 
Konstruktunterstützungsrahmen: Unterstützungsring 
                                                 ABBILDUNGS- UND LITERATURVERZEICHNIS 
118 
 
8 Abbildungs- und Literaturverzeichnis 
8.1 Abbildungsverzeichnis 
 
 Abbildung 2-1: Laterale Abfaltung 
Sadler TW. Medizinische Embryologie. Die normale 
menschliche Entwicklung und ihre Fehlbildungen. 9., 
überarbeitete und neu gestaltete Auflage. Georg Thieme Verlag 
Stuttgart – New York 1998: 86]  
Abbildung 2-2:  Entwicklung des intraembryonalen Zöloms 
[Sadler TW. Medizinische Embryologie. Die normale 
menschliche Entwicklung und ihre Fehlbildungen. 9., 
überarbeitete und neu gestaltete Auflage. Georg Thieme Verlag 
Stuttgart – New York 1998: 178]  
Abbildung 2-3:  Abgrenzung der Pleurahöhlen von der Perikardhöhle 
[Sadler TW. Medizinische Embryologie. Die normale 
menschliche Entwicklung und ihre Fehlbildungen. 9., 
überarbeitete und neu gestaltete Auflage. Georg Thieme Verlag 
Stuttgart – New York 1998: 183]  
Abbildung 2-4:  Herz; Ansicht von ventral 
[Putz R, Pabst R. Sobotta – Atlas der Anatomie des Menschen, 
Band 2. 21., neu bearbeitete Auflage. Urban & Fischer Verlag 
München – Jena 2000: 76]  
Abbildung 2-5:  Fontanzirkulation 
[Mewis C, Riessen R, Spyridopoulos I. Kardiologie compact. 
1.Auflage. Georg Thieme Verlag Stuttgart – New York 2004: 
500]  
Abbildung 2-6: Modell eines Fibrionogendimers 
[Löffler G, Petrides PE. Biochemie und Pathobiochemie. 7., 
völlig neu bearbeitete Auflage. Springer-Verlag Berlin – 
Heidelberg – New York 2003: 1020]  
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Abbildung 2-7:  Entstehung einer kovalenten Bindung zwischen dem Lysyl- 
sowie Glutaminyl-Rest verschiedener Fibrinmonomere 
[Löffler G, Petrides PE. Biochemie und Pathobiochemie. 7., 
völlig neu bearbeitete Auflage. Springer-Verlag Berlin – 
Heidelberg – New York 2003: 1021]  
Abbildung 2-8:  Schematische Übersicht der Polymerisation von Fibrinogen zu 
Fibrin. 
[Löffler G, Petrides PE. Biochemie und Pathobiochemie. 7., 
völlig neu bearbeitete Auflage. Springer-Verlag Berlin – 
Heidelberg – New York 2003: 1021]  
Abbildung 2-9: Konzept der Kultivierung und Expansion eines 
Perikardmeshgrafts am Beispiel des Bioreaktorsystems „Peri 
I.2“ 
[modifiziert nach:Diplomingenieursarbeit Veggian PMR. 
Fachhochschule Aachen, Fachbereich Angewandte 
Naturwissenschaften und Technik. 2006: 28]  
Abbildung 3-2:  Explosionszeichnung der verwendeten Bauelemente des 
Systems „Peri I.2“ 
[modifiziert nach: Diplomingenieursarbeit Veggian PMR. 
Fachhochschule Aachen, Fachbereich Angewandte 
Naturwissenschaften und Technik. 2006: 29]  
Abbildung 3-3: Zusammengesetztes Bioreaktorgehäuse 
[Diplomingenieursarbeit Veggian PMR. Fachhochschule 
Aachen, Fachbereich Angewandte Naturwissenschaften und 
Technik. 2006: 130]  
Abbildung 3-4: Schematische Darstellung des Bioreaktorsystems „Peri I.2“ 
[modifiziert nach: Diplomingenieursarbeit Veggian PMR. 
Fachhochschule Aachen, Fachbereich Angewandte 
Naturwissenschaften und Technik. 2006: 61.]  
Abbildung 4-1:  (A) Aufsicht von Membranseite (Bioreaktor „Peri I.2“) 
[Diplomingenieursarbeit Veggian PMR. Fachhochschule 
Aachen, Fachbereich Angewandte Naturwissenschaften und 
Technik. 2006: 81]  
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